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(54) Title: METHOD FOR THE CELLULAR HIGH-THROUGHPUT-DETECTION OF RECEPTOR LIGAND INTERACTIONS 

(54) Bezeichnung: METHODE ZUR ZELLULAREN HIGH-THROUGHPUT-DETEKTION VON REZEP- 
TOR-LIGANDEN-INTERAKTIONEN 

(57) Abstract 

The invention relates to cells comprising a membrane receptor which in turn comprises a ligand binding section, a signal for localising 
a membrane and a mediator section. The membrane receptor is characterised in that a change in the structure affecting the mediator section 
only takes place when a ligand binds to the ligand binding section of the membrane receptor or alternately, only when a ligand does not 
bind to the ligand binding section of the membrane receptor. Consequently, an effector protein or an effector polypeptide which can activate 
an Ras or Ras-like signal path in the cell is bound to a component of the membrane, optionally via additional proteins or polypeptides 
(adapters). The invention also relates to assay tests using said cells, which can be used e.g. to detect specific interactions between said 
membrane receptor and a ligand. The invention further relates to kits for use in said assays. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft Zellen, die einen Membranrezeptor umfassen, der einen Ligandenbindungsabschnitt, ein Membran- 
lokalisierungssignal und einen Mediatorabschnitt umfaBt und der dadurch gekennzeichnet ist, daB nur bei Bindung oder, alternativ, nur 
bei fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors eine Strukturanderung mit Auswirkungen 
auf dessen Mediatorabschnitt bewirkt wird, so daB in der Folge ein Effektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, an eine Komponente der Membran, gegebenenfalls iiber weitere Proteine oder Polypep- 
tide (Adaptoren), bindet. Sie betrifft ferner Assayverfahren unter Einsatz dieser Zellen, die u.a. dazu dienen spezifische Interaktionen 
zwischen dem genannten Membranrezeptor und einem Ligand zu detektieren, sowie Kits zur Verwendung in diesen Assays. 
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WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

Methode zu£ gellularen Hi ah-Throuahput-Dete ktion von 
Re^eptor-Liaanden-Interaktionen 

Die Erfindung bezieht sich auf das Gebiet der Molekularbio- 
5 logie. Sie betrifft insbesondere Assayverf ahren, die dazu die- 
nen, spezifische Interaktionen zwischen einem extrazellularen 
Ligand und einem insbesondere membranstandigen Rezeptor zu de- 
tektieren, und zielt u,a. darauf ab, neuartige, funktionelle Li- 
ganden filr Rezeptoren zu finden wie auch eine Ligandenbindungs- 
10 funktion, die fiir insbesondere membranstandige Rezeptoren cha- 
rakteristisch ist, bei Polypeptiden Oder Proteinen, bei denen 
eine solche Funktion vermutet wird, gegebenenf alls nachzuweisen. 
In diesem Zusammenhang betrifft die Erfindung auch Membranrezep- 
toren, insbesondere Fusionsproteine, Nukleinsauren, die diese 
15 Membranrezeptoren, insbesondere Fusionsproteine kodieren, Vekto- 
ren, die diese Nukleinsauren enthalten, Zellen, die diese Mem- 
branrezeptoren, insbesondere Fusionsproteine enthalten, sowie 
Kits, die samtlich fiir die erf indungsgemaSen Assayverf ahren oder 
in Zusammenhang mit diesen eingesetzt werden konnen. 

20 

Zellen, vor allem Zellen in vielzelligen Organismen, sind 
darauf angewiesen, angemessen auf extrazellulare Signale aus ih- 
rer Umgebung zu reagieren. Signalzielzellen benutzen zur spezi- 
fischen Signalaufnahme membranstandige Rezeptorproteine . Durch 

25 Bindung extrazellularer Ligandenmolekiile an die extrazellularen 
Abschnitte des Rezeptors (Ligandenbindungsabschnitt) erfolgt ei- 
ne konformationsvermittelte Signalweiterleitung uber den Trans - 
membranbereich des Rezeptors zum zytoplasmatischen Abschnitt des 
Rezeptors im Zellinnern (Mediatorabschnitt) . So kann auf der 

30 Zytoplasmaseite des Rezeptors die Ligandenbindungs-abhangige mo- 
lekulare Veranderung durch Adaptormolekiile abgegriffen und an 
innerzellulare Signaltransduktionswege weitergeleitet werden 
(Figur 1) . Effekte der Rezeptor- vermittelten Signaltransduktion 
sind rasche Veranderungen an zytoplasmatischen Strukturen und 

35 Prozesse der Genaktivitatsveranderung und der Vermehrung oder 
des Abbaus von genet ischem Material im Zellkern. 
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Membranrezeptoren vermitteln also ihre intrazellulare 
Signalweiterleitung uber den zytoplasmatischen Mediatorabschnitt 
des Rezeptors. Je nach der Beschaf fenheit dieses Mediatorab- 
schnitts teilt man die Membranrezeptoren in solche ein, bei de- 
5 nen die Signalweiterleitung des Mediators uber eine enzymatische 
Proteinkinasereaktion (engl. enzyme-coupled receptors) oder fiber 
sogenannte G-Proteine (engl. G-protein- coupled receptors) er- 
f olgt . 

Zu den Enzym-gekoppelten Rezeptoren gehoren solche, bei de- 
10 nen der enzymatisch aktive Mediatorabschnitt direkt im selben 
Proteinmolekxil des Rezeptors sitzt, das auch den Ligandenbin- 
dungsabschnitt tragt. Paradebeispiel fur diesen Rezeptortyp ist 
der epidermaler Wachstumsf aktor ("epidermal growth factor"; 
BGF) -Rezeptor (Schlessinger und Ulrich, 1992). Bei anderen En- 
15 zym-gekoppelten Rezeptoren liegt der enzymatisch aktive Protein- 
abschnitt in einer zweiten Proteinuntereinheit vor. Paradebei- 
spiele fur diesen Typ sind viele Zytokinrezeptoren (Stahl und 
Yancopoulos, 1993). Gemeinsam ist alien, daS die Proteinkinase- 
aktivitat des Mediatorabschnitts des Rezeptors strikt von der 
20 Bindung des Liganden an die Ligandenbindungsdomane des Rezeptors 
abhangig ist. Viele der Enzym-gekoppelten Rezeptoren geben ihr 
Signal uber Adaptorproteine und -polypeptide an Mitglieder der 
Ras-Familie von monomeren GTPasen weiter, die unter anderem eine 
Serin/Threonin-Phosphorylierungskaskade aktivieren konnen (Nis- 

25 hida und Gotoh, 1993) . 

Bei den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren wird Ligandenbin- 
dungs -abhangig die zytoplasmatische Rezeptorkonf iguration durch 
einen G-Proteinkomplex abgegriffen, der aus drei Untereinheiten 
besteht und der das Signal durch Dissoziation in einen aktivier- 

30 ten membrangebunden py-Teil und in eine aktivierte Ga-Protein- 
untereinheit weiterleitet . Dabei tauscht die Ga- Proteinunterein- 
heit ihren fur den inaktiven Zustand charakteristischen Kofak- 
tor-GDP gegen den fur den aktivierten Zustand charakteristischen 
Kofaktor-GTP aus, der nach GTP zu GDP-Hydrolyse die Ga-Protein- 

35 untereinheit wieder inaktiviert. An diesen Kreislauf sind uber 
die aktivierte py-Untereinheit und/oder die aktivierte a-Unter- 
einheit des G-Proteinkomplexes als Mediatoren die verschieden- 
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sten Signal transduktionswege angekoppelt.. Zu den G- Protein - 
gekoppelten Rezeptoren gehort die grofie Pamilie der 7-Transmem- 
branrezeptoren. Diese umfassen z. B. die Toxinrezeptoren, die 
Geruchsrezeptoren, Neurotransmitterrezeptoren und viele Hundert 

5 mehr (Dohlman et al.; 1991, Leurs et al. # 1998). Adaptorproteine 
fiir die G-Protein-Mediatoren sind z. B. Adenylatzyklasen, die 
Phospholipase C und andere G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen, 
sowie bestimmte Ionenkanale. 

Membranrezeptor-vermittelte Signaltransduktionen regeln die 

10 entscheidenden intrazellularen Prozesse zum Uberleben der Zel- 
len, zu Wachstum und Zellteilung, zur Zelldif f erenzierung und 
zum Zelltod (der Apoptose) Fehler in diesen wichtigen Kontroll- 
wegen, ausgelost durch Mutationen, tragen haufig zur Krankheits- 
und insbesondere zur Krebsentstehung bei. Es ist yerstandlich, 

15 dafi die Liganden-Rezeptor-Interaktion von grofiem wissenschaf tli- 
chen, pharmazeutischen und kommerziellem Interesse ist, da sie 
die prinzipielle Nahtstelle zwischen extrazellularem Umfeld und 
intrazellularem Geschehen aller lebenden Zellen darstellt. Mit 
Hilfe der Ligandenmolekule kaion von aufien auf natiirlichem Wege 

20 in fast alle wichtigen intrazellularen Prozesse eingegriffen 
werden bzw. bei Fehlentwicklungen gegengesteuert werden. Die 
Wirkung vieler Pharmazeutika basiert auf ihrer Funktion, Agoni- 
sten oder Antagonisten in der Natur vorkommender Liganden zu 
sein. Es ist verstandlich, dafi groSes Interesse daran besteht, 

25 solche Rezeptor-Liganden-Interaktionen auf molekularer Ebene zu 
detektieren und studieren zu konnen. 

Es existieren bereits eine Reihe von Methoden zur Detektion 
der Membranrezeptor-Liganden-Interaktion. Eine der Methoden 
nutzt die Tatsache aus, dafi viele Rezeptoren aufgrund ihrer evo- 

30 lutionaren Verwandtschaf t einen sehr ahnlichen strukturellen 

Aufbau haben und dafi funktionelle Proteinteile, sogenannte Doma- 
nen, leicht gegeneinander austauschbar sind bzw. in neuer Zusam- 
mensetzung aneinander fusioniert werden konnen. So konnen die 
verschiedensten extrazellularen Ligandenbindungsdomanen mit spe- 

35 zifischen zytosolischen Report erdomanen verkniipft werden, urn in 
Zellen gewisse Vereinheitlichungen im Detektionssystem zu schaf- 
fen (siehe z.B. US-Patent 4859609). Der Nachteil dieses Verfah- 
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rens beruht auf der Notwendigkeit zur Rons trukt ion von funkti- 
onsfahigen, rekombinanten Rezeptorfusionsproteinen, die in Zel- 
len selektiv auf die zu testende Rezeptor-Liganden-Interaktion 
reagieren . 

5 Ein anderer Ansatz zum Studium von Membranrezeptor-Liganden- 

Interaktionen geht von unveranderten Wildtyprezeptoren aus, 
raacht sich aber gegen die spezifischen Konf igurationszustande 
der zytosolischen Rezeptordomane gerichtete Antikorper zunutze 
urn die Liganden-Interaktion zu messen. 
10 Ein weiterer Ansatz detektiert die Rezeptor-Liganden- 

Interaktion ex vivo, also auSerhalb der lebenden Zelle, indem 
entweder extrazellulare Rezeptordomanen oder das Ligandenmolekiil 
auf eine Matrix aufgebracht werden, die dann mit einer Losung, 
die den Liganden bzw. den Rezeptor enthalt, umspult werden. Hier 
15 ist der Auf wand zur Gewinnung und Aufbringung jedes einzelnen 
Rezeptors oder Liganden auf die entsprechende Matrixoberf lache 
enortn. Ein weiteres Problem ist hierbei auch die Ubertragung der 
gewonnenen Resultate auf die Verhaltnisse in der Merabran der le- 
benden Zellen, da die zellularen Bedingungen von den ex vivo- 
20 Bedingungen erheblich abweichen konnen. Das gravierendste Pro- 
blem ist dabei aber die fehlende Zugrif fsmoglichkeit auf die ge- 
netische Information der in Screens oder High-Throughput -Assays 
detektierten, neuen Rezeptorvarianten. 

Die der Erfindung zugrundeliegende Aufgabe besteht darin, 
25 alternative Assays, die dazu geeignet sind, spezifische Interak- 
tionen zwischen einem Ligand und einem insbesondere membranstan- 
digen Rezeptor in vivo, zu detektieren, bereitzustellen, die u.a. 
die Vorteile bieten, Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen schnel- 
ler als im Stand der Technik moglich detektieren zu konnen und 
30 auch mittels einfacher handzuhabender Zellen, wie prokaryoti- 
schen Zellen oder Hefezellen, oder auch mittels zellwandlosen 
-ghosts" -Formen von insbesondere Hefen ausgefiihrt werden zu kon- 
nen. Daruber hinaus besteht aufgrund der Assaygestaltung stets 
eine unmittelbare Zugrif fsmoglichkeit auf die einer Rezeptorva- 
35 riante zugrundeliegende genetische Information. 

Weitere Aufgaben der Erfindung bestehen darin, Zellen, 
Kits, Membranrezeptoren, insbesondere Pus ionsprot eine, Nuklein- 
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sauren und Vektoren bereitzustellen, die samtlich filr die erfin- 
dungsgemafien Assayverf ahren oder in Zusaramenhang mit diesen ein- 
gesetzt werden konnen. 

5 Die der Erfindung zugrundeliegenden Aufgaben werden durch 

die in den Anspruchen definierten Assayverf ahren, Kits, Zellen, 
Fusionsproteine, Nukleinsauren und Vektoren erfiillt. 

Die vorliegende Erfindung beruht auf den folgenden Er- 
10 kenntnissen: 

1. Bei jedem Membranrezeptor lost die Bindung des Liganden an 
die extrazellulare Domane eine Konf igurationszustandsanderung 
und/oder eine kovalente Modifikation im zytosolischen Teil axis. 

2. Fur jeden Membranrezeptor gibt es zytosolische, membran- 
15 nahe bzw. membranstandige Adaptorproteine, die die Liganden- 

spezifischen Konf igurationsanderungen erkennen konnen oder die 
infolgedessen aktiviert werden. 

3. Zur Aktivierung verschiedener ras- und ras-ahnlicher Si- 
gnaltransduktionswege ist die Membranlokalisierung bestimmter 

20 Komponenten der Signalwege notwendig (Schlessinger, TIBS, 18: 
273-275, 1993) . 

4. a) Wird nun ein Protein aus der Ras-Familie oder ein Guanin- 
nukleotid-Austauschfaktor {"guanine nucleotide exchange fac- 
tor" ; GEF) als Ef f ektorprotein oder -polypeptid dergestalt vor- 

25 gesehen, dafi es bzw. er infolge einer Ligandenbindung an die 

extrazellulare Domane eines Membranrezeptors an eine Komponente 
der Membran, beispielsweise an den intrazellularen Abschnitt (= 
Mediatorabschnitt) des Membranrezeptors oder an membrannah oder 
membranstandig lokalisierte Adaptorproteine, binden kann, wozu 

30 es bzw. er gegebenenf alls als Fusionsprotein vorgesehen wird, 
dessen zusatzlicher Proteinanteil , der auch als Adaptorab- 
schnitt bezeichnet werden kann, die Bindung an eine derartige 
Komponente der Membran ermoglicht, wird bei einer solchen Bin- 
dung eine Membranlokalisierung des Ras-Proteins bzw. des GEF 

35 erreicht, die fur eine Aktivierung eines ras- oder ras- 
ahnlichen Signaltransduktionswegs erforderlich ist. 
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4. b) Alternativ kaxin ein Protein aus der Ras-Familie oder ein 
Guaninnukleotid-Austauschfaktor ("guanine nucleotide exchange 
factor" ; GEF) als Ef f ektorprotein oder -polypeptid dergestalt 
vorgesehen werden, da£ es bzw. er nur infolge einer fehlenden 

5 Ligandenbindung an die extrazellulare Domane eines Membranre- 
zeptors an eine Komponente der Membran, beispielsweise an den 
intrazellularen Abschnitt (= Mediatorabschnitt) des Membranre- 
zeptors Oder an membrannah oder membranstandig lokalisierte Ad- 
apt orprot eine, binden kann, wozu es bzw. er gegebenenf alls als 

10 Fusionsprotein vorgesehen wird, dessen zusatzlicher Proteinan- 
teil, der auch als Adaptorabschnitt bezeichnet werden kann, die 
Bindung an eine derartige Komponente der Membran ermoglicht. 
Aufgrund einer solchen Bindung, die in dieser Variante nur bei 
fehlender Ligandenbindung an die extrazellulare Domane des Mem- 

15 branrezeptors ermoglicht wird, wird dann eine Membranlokalisie- 
rung des Ras-Proteins bzw, des GEF erreicht, die fiir eine Akti- 
vierung eines ras- oder ras-ahnlichen Signal transduktionswegs 
erforderlich ist. 

5. Eine Detektion eines Ergebnisses einer derartigen 

20 Membranrezeptor-Liganden-Interaktion kann in eukaryotischen und 
gegebenenf alls auch prokaryotischen Zellen erfolgen. Im Stand 
der Technik sind Zellen bekannt, in denen ein ras- oder ras- 
ahnlicher Signaltransduktionsweg auf Ebene des dafiir spezifi- 
schen Ras-Proteins oder eines fiir das Ras-Protein spezifischen 

25 Guaninnukleotid-Austauschfaktors zumindest unter bestimmten Be- 
dingungen inaktiviert werden kann. Vermag in einer derartigen 
Zelle das unter 4. erlauterte Eff ektorprotein oder -polypeptid 
eben diesen inaktivierten Signalweg zu aktivieren, so erhalt 
man eine Zelle, bei der der zumindest unter bestimmten Bedin- 

30 gungen inaktive zelleigene ras- oder ras-ahnliche Signaltrans- 
duktionsweg durch dieses Ras-Protein aktiviert werden kann - 
allerdings im Falle der Variante 4. a) nur in Gegenwart eines 
Liganden fur den extrazellularen Ligandenbindungsabschnitt des 
Membranrezeptors, im Falle der Variante 4.b) nur in Abwesenheit 

35 eines Liganden fur den extrazellularen Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors. 
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Man erhalt auf diese Weise eine Zelle, in der der Oder ein 
bestimmter ras- Signal transduktionsweg nur in Abhangigkeit yon 
einer Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt eines 
membranstandigen Rezeptors (Variante 4. a)) bzw. nur bei fehlen- 
5 der Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt eines mem- 
branstandigen Rezeptors (Variante 4.b)) aktiviert werden kann. 
Diese Zelle ermoglicht die Etablierung eines in vivo- 
Assayverfahrens, welches anhand des Nachweises einer gegebenen- 
falls erfolgten Aktivierung des speziellen ras- 
10 Signaltransduktionsweges, ggf . indirekt uber an oder in der 
Zelle nachweisbare spezifische Auswirkungen, wie Zellwachstum, 
die Detektion von Interaktionen zwischen einem solchen Rezeptor 
und einem dafiir spezifischen Liganden ermoglicht. 

15 Somit ist ein erster Gegenstand dieser Erfindung eine Zelle, 

die einen Membranrezeptor umfafit, der einen Ligandenbindungsab- 
schnitt, ein Membranlokalisierungssignal und einen Mediatorab- 
schnitt umfafit, und die dadurch gekennzeichnet ist, dafi nur bei 
Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt oder, 

20 alternativ, nur bei fehlender Bindung eines Liganden an den Li- 
gandenbindungsabschnitt eine Strukturanderung, insbesondere eine 
Konformationsanderung und/oder eine enzymatische Modif izierung, 
. z.B. durch Phosphorylierung oder Dephosphorylierung, mit Auswir- 
kungen auf den Mediatorabschnitt bewirkt wird, so dafi in der 

25 Folge ein Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, 
einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivie- 
ren, an eine Komponente der Zellmembran, und insbesondere an den 
Mediatorabschnitt des Rezeptorproteins, gegebenenf alls liber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide, bindet. 

30 Der Membranrezeptor kann ein natiirlich vorkommender Rezeptor 

sein, wie. beispielsweise ein Transmembranrezeptor, ein Enzym- 
gekoppelter Rezeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, ein 7- 
Transmembranrezeptor oder ein Geruchsrezeptor ("Odour Receptor" 
oder "Olfactorial Receptor"). Der Membranrezeptor kann in der 

35 Zelle natiirlicherweise vorkommen oder kann aus einem andersarti- 
gen Zellsystem oder auch einem Virus stammen und in die Zelle 
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durch Transformation oder Transfektion eingeschleust worden 
sein. 

Alternativ kann der Membranrezeptor auch ein in der Natur 
nicht vorkomtnender, synthetischer Rezeptor sein. Ein solcher um- 
fafit bevorzugt Abschnitte oder Domanen, die ihrerseits jeweils 
in der Natur vorkommen, wie z.B. die Aminosauresequenz des Li- 
gandenbindungsabschnitts eines Transmembranrezeptors , eines En- 
zym-gekoppelten Rezeptors, eines G-Protein-gekoppelten Rezep- 
tors, eines 7 -Transmembranrezeptors oder eines Geruchsrezeptors 
("Odour Receptor" oder "Olfactorial Receptor"), aber auch die 
eines in der Natur vorkommenden nuklearen Rezeptors, wie eines 
Steroid-Rezeptors, Orphan-Rezeptors , Vitamin- Rezeptors, bei- 
spielsweise Vitamin D-Rezeptors, Thyroxin-Rezeptors oder Retin- 
saurerezeptors, oder jene eines in der Natur vorkommenden vira- 
len Rezeptors, insbesondere Membranrezeptors, oder davon durch 
Aminosaureanfugung, -austausch, -modif izierung, -insertion oder 
-deletion abgeleitete Sequenzen, kann aber auch beispielsweise 
mittels "molecular modelling" erzeugte Abschnitte umfassen. Bei- 
spielsweise kann ein solcher Membranrezeptor einen Ligandenbin- 
dungsabschnitt und ein Membranlokalisierungssignal, die beide 
von einem bestimmten Protein aus einem bestimmten Organismus ab- 
stammen, und einen Mediatorabschnitt , der von einem unterschied- 
lichen Protein und ggf . auch Organismus abstammt, umfassen. Ins- 
besondere stammen der Ligandenbindungsabschnitt und der Mediato- 
rabschnitt von unterschiedlichen Proteinen und ggf. auch Orga- 
nismen ab; auch das Membranlokalisierungssignal kann dementspre- 
chend von einem unterschiedlichen Protein und/oder Organismus 
abstammen oder auch synthetisch erzeugt sein. Aufierdem kann der 
Ligandenbindungsabschnitt einen in der Natur nicht vorkommenden, 
beispielsweise durch "molecular modelling" erzeugten syntheti- 
schen Ligandenbindungsabschnitt mit insbesondere zunachst nur 
vermuteter Ligandenbindungsfunktion umfassen. 

in bevorzugten Ausfuhrungsformen dieser Erfindung umfaSt 
das Membranlokalisierungssignal des Membranrezeptors die 
Aminosauresequenz einer Transmembrandomane , wie sie insbe- 
sondere bei Transmembrane zeptoren gefunden wird, eines Farne- 
sylierungssignals, Myristylierungs signals oder Prenylierungs- 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 9 - 

signals Oder ist davon, z.B. durch Aminosaureaustausch, -mo- 
difizierung, -insertion oder -deletion, abgeleitet. 

Im Bereich der Membranlokalisierungsdomane oder als ein 
zusatzlicher, insbesondere N-terminal angeordneter Sequenzab- 

5 schnitt kann ferner eine Signalsequenz vorgesehen werden, die 
zwar nicht der Membranverankerung des Membranrezeptors an sich 
dient, jedoch bewirkt, dafi der Membranrezeptor nach seiner 
Expression mit hoherer Effizienz an die Zellmembran transpor- 
tiert wird. Die daraiis result ierende hohere Konzentration von 

10 Membranrezeptor in unmittelbarer Nahe der Membran fiihrt in der 
Folge zu einer hoheren Einbaurate des Membranrezeptors in die 
Zellmembran aufgrund der Membranlokalisierungsdomane. Solche 
Signalsequenzen werden bevorzugt speziell auf den Zelltyp, in 
dem der Membranrezeptor exprimiert werden soli, abgestimmt 

15 verwendet, da beispielsweise in Hefe wirksame Signalsequenzen 
in Saugetierzellen nur mit geringerer Effizienz wirksam sind 
und umgekehrt. Beispiele fur solche Signalsequenzen sind 
Signalsequenzen von hefeeigenen GPCRs oder von hefeeigener 
Invertase (SUC2) zur bevorzugten Verwendung in Membranrezepto- 

20 ren, die in Hefezellen exprimiert werden sollen. 

Dement sprechend kann es je nach gewiinschtem Zelltyp auch 
sinnvoll sein, eine rezeptoreigene Signalsequenz durch eine in 
dem gewiinschten Zelltyp effektivere Signalsequenz zu ersetzen, 
beispielsweise bei Arbeit insbesondere in Hefezellen durch 

25 Austausch einer rezeptoreigenen Signalsequenz am N-Terminus 

eines Membranrezeptorproteins gegen die Signalsequenz eines der 
hefeeigenen G- Protein gekoppel ten Rezeptoren (GPCRs) oder einer 
ahnlichen Signalsequenz, die dafiir sorgt, dafi der Rezeptor in 
aktiver Form in der Zellmembran verankert wird. Bei Rezeptor- 

30 Tyros inkinasen (RTKs) oder Rezeptor- Phosphatasen kann insbeson- 
dere fur eine Arbeit in Hefen ein Austausch der rezeptoreigenen 
Signalsequenz, sofern vorhanden, gegen die Signalsequenz der 
hefeeigenen Invertase (SUC2) oder einer anderen Signalsequenz, 
die die Verankerung des Rezeptors in aktiver Form in der 

35 Zellmembran optimiert, beispielhaft genannt werden. 

Wie bereits angesprochen, ist das Ef f ektorprotein oder 
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-polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- Oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, ein Guanine Nucleotide Exchange Factor 
(GEF) , z.B. das CDC2 5 -Protein aus Saccharomyces cerevisiae oder 
ein SOS -Protein aus einem Saugetier oder ein SOS-ahnliches Pro- 
tein aus einem beliebigen Organismus, oder ein aktives Protein 
aus der Ras-Familie, ist von derartigen Faktoren oder Proteinen 
abgeleitet oder weist eine derartige Funktion in einem Abschnitt 
davon auf . 

In einer besonderen Ausfuhrungsform, die nachfolgend detail- 
lierter erlautert wird, liegt das Ef fektorprotein oder -polypep- 
tid, das in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weg zu aktivieren, in Form eines Fusionsproteins eines Effektor- 
abschnitts mit einem Adapt orprot ein oder -polypeptid vor, das 
die Bindung an eine Komponente der Membran im Falle einer Ligan- 
denbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
oder, alternativ, nur im Falle einer fehlenden Ligandenbindung 
an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors, gegebe- 
nenfalls iiber weitere Proteine oder Polypeptide, ermoglicht. 

In einer weiteren speziellen Ausfuhrungsform bedarf das Fu- 
sionsprotein einer enzymatischen Modif izierung, bevor es an die 
Komponente der Membran, gegebenenfalls iiber weitere Proteine 
oder Polypeptide, gebunden werden kann. In diesem Falle wird in 
dem erfindungsgemafien Zellsystem eine fur die enzymatische Modi- 
fizierung erf orderliche enzymatische Aktivitat nur aufgrund ei- 
ner Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt oder, al- 
ternativ, nur aufgrund fehlender Ligandenbindung an den Ligan- 
denbindungsabschnitt aktiviert. 

in alien Fallen erfolgt in den Zellen infolge der Liganden- 
bindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
oder, alternativ, infolge der fehlenden Ligandenbindung an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors eine Translokati- 
on des Ef f ektorproteins oder -polypeptids an die Zellmembran, 
wodurch die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs 
ermoglicht wird. Die Translokation wird aufgrund der Bindung des 
Effektorproteins oder -polypeptids an eine Komponente der Mem- 
bran, und in einer bevorzugten der moglichen Ausfiihrungsformen, 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



» 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 11 - 

an den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors, gegebenenf alls 
iiber weitere Proteine Oder Polypeptide, bewirkt . Die Bindung des 
Ef fektorproteins oder -polypeptids an die Komponente der Membran 
ist nur bei Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsab- 
5 schnitt dieses Membranrezeptors oder, alternativ, nur bei feh- 
lender Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
dieses Membranrezeptors moglich, da dadurch eine Strukturande- 
rung, insbesondere Konformationsanderung mit Auswirkungen auf 
den Mediatorabschnitt bewirkt wird, so dafi in der Folge das Ef- 
10 f ektorprotein oder -polypeptid, gegebenenf alls iiber weitere Pro- 
teine oder Polypeptide, an die Komponente der Membran, und in 
einer bevorzugteh Ausfiihrungsf orm an eben diesen Mediatorab- 
schnitt bindet . 

Diese Bindung des Ef fektorproteins oder -polypeptids an eine 
15 Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere Proteine 

oder Polypeptide, kann abhangig von dem jeweiligen Membranrezep- 
tor und insbesondere von dem jeweiligen Mediatorabschnitt des 
Membranrezeptors auf unterschiedliche Weise erfolgen: 

20 1) In einer ersten Variante entspricht der Mediatorabschnitt 
dem zytoplasmatischen Teil eines G-Protein gekoppelten Rezep- 
tors. Alternativ umfafit er fur die nachfolgend erlauterten Ei- 
genschaften dieses Teils G-Protein gekoppelter Rezeptoren we- 
sentliche Abschnitte solcher Rezeptoren oder auch von den er- 

25 wahnten Teilen oder Abschnitten beispielsweise durch Aminosaure- 
anfiigung, -substitution, -deletion, -insertion und/oder - 
modif izierung abgeleitete Sequenzen, die jedoch noch die zu er- 
lauternden Eigenschaf ten der Ausgangssequenzen aufweisen. 

Der den genannten Mediatorabschnitt umfassende Membranrezep- 

30 tor kann beispielsweise ein natiirlich vorkommender 7-Transmem- 
branrezeptor sein. Diese Rezeptoren umfassen z. B. die Toxinre- 
zeptoren, die Geruchsrezeptoren, Neurotransmitterrezeptoren und 
viele andere mehr (Dohlman et al.; 1991, Leurs et al., 1998). 

Dariiber hinaus kann der Membranrezeptor auch ein syntheti- 

35 scher Rezeptor sein, z.B. mit dem zytoplasmatischen Teil eines 
bestimmten G-Protein-gekoppelten Rezeptors als Mediatorabschnitt 
und der Ligandenbindungsdomane eines anderen G-Protein-gekoppel- 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 12 - 

ten Rezeptors oder auch eines andersartigen Rezeptors. In einer 
speziellen Ausfiihrungsf orm der Erfindung bewirkt bei syntheti- 
schen Rezeptoren dieser Art der Ligandenbindungsabschnitt bei 
Bindung von Ligand die natiirlicherweise bei G-Protein-gekoppel- 
ten Rezeptoren in diesem Falle auftretende Strukturanderung , 
insbesondere Konf ormationsanderung mit Auswirkung auf den Media- 
torabschnitt , den zytoplasmatischen Teil des Rezeptors. Alterna- 
tiv sind jedoch bei einer Bindung von Ligand auch andersartige 
Strukturanderungen mit erf indungsgemafi nachweisbaren Auswirkun- 
gen auf den Mediatorabschnitt des Rezeptors denkbar. 

Wie bereits erlautert, wird bei den G-Protein-gekoppelten 
Rezeptoren die zytoplasmatische Rezeptorkonf iguration abhangig 
von einer Ligandenbindung durch einen G-Proteinkomplex abgegrif- 
fen, der aus drei Untereinheiten besteht und der das Signal 
durch Dissoziation in einen aktivierten membrangebunden py-Teil 
und in eine aktivierte, ebenfalls membrangebundene Ga-Protein- 
untereinheit weiterleitet . Die Aktivierung der Ga-Proteinunter- 
einheit geht einher mit einem Austausch des fiir den inaktiven 
Zustand charakteristischen Kofaktors GDP durch den fur den akti- 
vierten Zustand charakteristischen Kofaktor GTP, der nach GTP zu 
GDP-Hydrolyse die Ga-Proteinuntereinheit wieder inaktiviert. 

Die Weiterleitung des Signals aus der G- Protein- Aktivierung, 
d.h. -Dissoziierung, bzw. -Inaktivierung, d.h. -Reassoziierung, 
zu den G-Protein-Mediatoren, diversen Signaltransduktionswegen, 
die ihrerseits auf den Stoffwechsel einwirken, vermitteln soge- 
nannte Adapt orprot eine . Adaptorproteine fiir die G-Protein- 
Mediatoren sind z. B. Adenylatzyklasen, die Phospholipase C und 
andere G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, sowie bestimmte Io- 
nenkanale. Einige von diesen binden insbesondere an den nach wie 
vor mit dem Mediatorabschnitt assoziierten und auf grunddessen 
membranstandigen aktivierten Py-Teil des G-Proteins, andere wie- 
derum an die aktivierte, abdissoziierte, jedoch ebenfalls nach 
wie vor membrangebundene Ga-Proteinuntereinheit. 

Eine Ef fektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die 
Membran kann nun 

- liber Vermittlung des membranstandigen aktivierten py-Teils des 
G-Proteins (Variante (a) ) , 
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- iiber Vermit tiling der von dem Py-Teil des G- Proteins abdissozi- 
ierten, jedoch nach wie vor membrangebundenen aktivierten Ga- 
Proteinuntereinheit (Variante (b) ) oder 

- iiber den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors in seiner spe- 
5 ziellen Struktur, wie sie nach Bindung eines Liganden an den Li- 

gandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors oder, alternativ, 
bei fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors vorliegt, (Variante (c) ) erfolgen. 

10 Variant en (a) und (b) : 

Eine Eff ektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die Mem- 
bran iiber Vermittlung des membranstandigen aktivierten Py-Teils 
des G-Proteins (Variante (a)) bzw. iiber Vermittlung der von dem 
Py-Teil des G-Proteins abdissoziierten, jedoch nach wie vor mem- 

15 brangebundenen aktivierten Ga-Proteinuntereinheit (Variante (b) ) 
kann 

durch "Bindung" an den membrangebundenen aktivierten py-Teil 
(Variante (a) ) bzw. an die abdissoziierte membrangebundene akti- 
vierte Ga-Proteinuntereinheit des G-Proteins (Variante (b) ) di- 

20 fekt (Alternative (i) ) , 

iiber eines der genannten Adaptorproteine, die mit dem mem- 
branstandigen aktivierten py-Teil des G-Proteins (Variante (a) ) 
oder mit der abdissoziierten membrangebundenen aktivierten Ga- 
Proteinuntereinheit des G-Proteins (Variante (b) ) assoziiert 

25 sind, (Alternative (ii) ) oder 

iiber eine "Bindung" an ein membranstandiges Molekiil, das 
durch Vermittlung des aktivierten Py-Teils (Variante (a) ) oder 
der aktivierten Ga-Proteinuntereinheit (Variante (b) ) des G- 
Proteins in einem speziellen modif izierten Zustand vorliegt, 

30 (Alternative (iii) ) erfolgen. 

Fur Alternative (i) wird das Eff ektorprotein oder -polypep- 
tid in der Zelle z.B. in Form eines Fusionsproteins eines Effek- 
torabschnitts, der die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs bewirken kann, mit einem mit dem Py-Teil des G-Pro- 

35 teins nach Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante (a) ) oder 
mit der aktivierten Ga-Proteinuntereinheit nach Abdissoziierung 
von dem Py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) wechselwirkenden 
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Adapt orprotein, insbesondere einer Kinase oder einer Phospholi- 
pase C, z.B. einer GRK2- oder GRIG - Kinase (GRK = "G-protein cou- 
pled receptor kinase") oder einer Phosphatidylcholin-Phospho- 
lipase C, vorgesehen. 

Alternativ kann fur Alternative (i) das Ef f ektorprotein oder 
-polypeptid auch in Form eines Pusionsproteins des Effektorab- 
schnitts mit einem Antikorper, der spezifisch den py-Teil des G- 
Proteins nur nach Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante 
(a)) bzw. spezifisch die aktivierte Ga-Proteinuntereinheit nach 
Abdissoziierung von dem py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) er- 
kennt, bereitgestellt werden. 

Fur Alternative (ii) kann das Eff ektorprotein oder -poly- 
peptid u.a. als Fusionsprotein bereitgestellt werden, dessen Ad- 
aptorabschnitt an ein Adaptorprotein mit in der Regel enzymati- 
scher Aktivitat, wie sie vorstehend speziell fur eine Wechsel- 
wirkung mit G-Proteinen beispielhaft angefuhrt wurden, wobei das 
Adaptorprotein spezifisch mit dem py-Teil des G-Proteins nur nach 
Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante (a)) bzw. mit der 
aktivierten Ga-Proteinuntereinheit nur nach Abdissoziierung von 
dem py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) assoziieren oder wech- 
selwirken kann, bindet. Den Adaptorabschnitt des Fusionsproteins 
kann dabei insbesondere ein Antikorper oder Bindungsproteinbil- 
den, der das Adaptorprotein spezifisch erkennt und bindet. 

In einem weiteren Falle weist auch das Adaptorprotein Anti- 
korper- oder Bindungsproteineigenschaft auf, wobei das Adaptor- 
protein entweder spezifisch den py-Teil des G-Proteins nur nach 
Abdissoziierung der a-Untereinheit (Variante (a)) oder die akti- 
vierte Ga-Protein-untereinheit nur nach Abdissoziierung von dem 
Py-Teil des G-Proteins (Variante (b) ) erkennt. Bei dieser Kon- 
stellation weist der Adaptorabschnitt des Fusionsproteins in der 
Regel insbesondere die Funktion eines sogenannten "sekundaren 
Antikorpers" oder ant i- Antikorpers, welcher den mit dem Mediato- 
rabschnitt assoziierten, sogenannten "primaren" Antikorper er- 
kennt , auf . 

Filr Alternative (iii) wird die Tatsache ausgenutzt, dafi ein 
G- Protein in aktiviertem Zustand eine Phosphatidylinositol-3- 
kinase (PI3K) aktivieren kann, die ihrerseits infolge der Akti- 
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vierung sogenannte "second messenger" -Verbindungen durch Phos- 
phorylierung der D- 3 -Position des Inositolrings von Phosphoino- 
sitiden (z.B. Ptdlns (3 , 4 ) P 2 (AKT) oder Ptdlns (3 , 4 , 5) P 3 (BTK) ) er- 
zeugt. Diese Phosphoinositide sind membranstandig und binden in 

5 ihrem phosphorylierten Zustand sogenannte "Src homology (2)" 
(SH2 ) - und "pleckstrin homology" (PH) -Domanen. Fur Alternative 
(iii) stellt man dement sprechend das Eff ektorprotein Oder -poly- 
peptid in einer besonderen Ausfiihrungsf orm in Form eines Fusi- 
onsproteins des Ef f ektorabschnitts, der die Aktivierung des Ras- 

10 oder Ras-ahnlichen Signalwegs bewirken kann, mit einer "Src ho- 
mology (2)" (SH2)-Domane oder mit einer "Pleckstrin homology" 
(PH) -Domane bereit. Die Translokation des Ef f ektorproteins oder 
-polypeptids in Form des Eff ektorabschnitts erfolgt dementspre- 
, chend nur, wenn eine Phosphorylierung zu den speziell erlauter- 

15 ten Phosphoinositiden infolge der G- Protein- Aktivierung erfolgt, 
inf olgedessen die ( SH2 ) - oder (PH) -Domanen des Fusionsproteins 
mit diesen Phosphoinositiden assoziieren. 

Variant e c: 

20 Wie erlautert, kann eine Eff ektorprotein- bzw. -polypeptid- 

Translokation an die Membran alternativ auch liber den Mediator- 
abschnitt des Membranrezeptors in seiner speziellen Struktur, 
wie sie nach Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors oder, alternativ, bei fehlender 

25 Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors vorliegt, erfolgen, und zwar 

durch direkte "Bindung" an den Mediatorabschnitt in seiner 
speziellen Struktur, wie sie nach Bindung bzw. nur bei fehlender 
Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 

30 branrezeptors vorliegt, (Alternative (i) ) oder 

uber ein oder mehrere Adaptorprotein(e) , die mit dem Media- 
torabschnitt in seiner speziellen Struktur, wie sie nach Bindung 
bzw. nur bei fehlender Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, assoziiert 

35 sind, (Alternative (ii)). 

Fur Alternative (i) wird das Eff ektorprotein oder -polypep- 
tid in der Zelle z.B. in Form eines Fusionsproteins eines Effek- 
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torabschnitts, der die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs bewirken kann, mit einem mit dem Mediatorabschnitt 
des Membranrezeptors nur in seiner speziellen Struktur, wie sie 
nach Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des 
Membranrezeptors oder, alternativ, nur bei fehlender Bindung ei- 
nes Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors vorliegt, wechselwirkenden Adaptorprotein, insbesondere ei- 
nem Antikorper oder Bindungsprotein entsprechender Spezif itat, 
vorgesehen. 

Fur Alternative (ii) dieser Variante kann das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid insbesondere als Fusionsprotein bereitge- 
stellt werden, dessen Adaptorabschnitt an ein Adaptorprotein, 
welches spezifisch mit dem Mediatorabschnitt des Membranrezep- 
tors nur in seiner speziellen Struktur, wie sie nach Bindung ei- 
15 nes Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors oder, alternativ, nur bei fehlender Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, 
assoziieren oder wechselwirken kann, bindet. Den Adaptorab- 
schnitt des Fusionsproteins kann dabei insbesondere ein Antikor- 
20 per oder Bindungsprotein bilden, der bzw. das das Adaptorprotein 
spezifisch erkennt und bindet. In dem speziellen Falle, wo auch 
das Adaptorprotein Antikorpereigenschaf t aufweist, wobei das Ad- 
aptorprotein den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors spezi- 
fisch nur in seiner speziellen Struktur, wie sie nach Bindung 
25 bzw. nur bei fehlender Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors vorliegt, erkennt, we is t 
der Adaptorabschnitt des Fusionsproteins bei dieser Konstellati- 
on die Funktion eines sogenannten "sekundaren Antikorpers" oder 
anti-Antikorpers, welcher den mit dem Mediatorabschnitt assozi- 
ierten, sogenannten "primaren" Antikorper erkennt, auf . 



30 



35 



2) Bei einer zweiten Variante werden fiir den Membranrezeptor 
Rezeptoren mit Mediatorabschnitten ausgewahlt, welche bei 
Bindung von Ligand an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors oder, alternativ, nur bei fehlender Bindung von 
Ligand an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
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Adaptorproteine binden konnen, welche die Bindung des Effek- 
torproteins oder -polypeptide vermitteln. 

Die hierfiir geeigneten Membranrezeptoren, die ggf . auch 
nur den Mediatorabschnitt bereitstellen, sind insbesondere 

5 Enzym-gekoppelte Rezeptoren mit eigener enzymatischer Aktivitat 
und insbesondere mit Kinaseaktivitat , beispielsweise Tyrosin- 
kinaseaktivitat, Serin/Threoninkinaseaktivitat oder Phospha- 
taseaktivitat, welche im zytoplasmatischen Abschnitt des Re- 
zeptors lokalisiert ist. Die enzymatische Aktivitat des Media- 

10 torabschnitts wird dabei stets erst bei Bindung oder, alterna- 
tive nur bei fehlender Bindung von Ligand an die Ligandenbin- 
dungsdomane des Membranrezeptors infolge der durch die (fehlen- 
de) Ligandenbindung bewirkten Struktur- und insbesondere Kon- 
formationsanderung aktiv. Die enzymatische Aktivitat ist dabei 

15 bei bestimmten Ausfuhrungsf ormen fur die bei Ligandenbindung 
oder f alternativ, bei fehlender Ligandenbindung mogliche Bin- 
dung des oder der Adaptorprotein(e) an den Mediatorabschnitt 
mit erf order lich, z.B. iiber eine z.T. mehrfache Phosphorylie- 
rung des Mediatorabschnitts (vgl. Fig. 2a und 3) und/oder auch 

20 liber eine Phosphorylierung von Adaptorprotein (en) . Ein Beispiel 
fiir einen entsprechenden natiirlich vorkommenden Enzym-gekoppel- 
ten Rezeptor ist der epidermaler Wachstumsf aktor-Rezeptor 
(EGFR) , der eine Tyrosinkinaseaktivitat aufweist (vgl. Fig. 3). 
Die hier einsetzbaren Membranrezeptoren konnen wie bei 1) 

25 natiirlich vorkommende Rezeptoren, von solchen Rezeptoren abge- 
leitete Rezeptoren oder auch synthetische Rezeptoren sein, die 
insbesondere Abschnitte verschiedenen Ursprungs mit den vor- 
stehend erwahnten Funktionen, wie Membranlokalisierung, Ligan- 
denbindung und Mediatorfunktion, umfassen. Diese Abschnitte 

30 konnen ihrerseits von natiirlich vorkommenden Rezeptoren oder 
andersartigen Proteinen abstammen oder von solchen nach den 
bereits erlauterten Mafigaben abgeleitet sein. In einer 
speziellen Ausfuhrungsf orm der Erfindung bewirkt auch bei den 
synthetischen Rezeptoren dieser Art der Ligandenbindungsab- 

35 schnitt bei Bindung von Ligand die naturlicherweise bei Enzym- 
gekoppelten Rezeptoren in diesem Falle auftretenden Struktur- 
und insbesondere Konf ormationsanderungen mit Auswirkung auf den 
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Mediatorabschnitt und ins-besondere auf die in diesem Abschnitt 
lokalisierte enzymatische Aktivitat. Alternativ sind jedoch 
auch hier bei einer Bindung von Ligand auch andersartige 
Strukturanderungen mit erf indungsgemafi nachweisbaren 
Auswirkungen auf den Mediatorabschnitt des Rezeptors und 
insbesondere auf die in diesem Abschnitt lokalisierte 
enzymatische Aktivitat denkbar. 

Eine Ef fektorprotein- bzw. -polypeptid-Translokation an die 
Membran kann nun durch Bindung des Ef fektorproteins oder -poly- 
peptids an das aufgrund einer Bindung an den Mediatorabschnitt 
membranstandige Adaptorprotein erfolgen (Alternative (a) ) oder 
durch Verwendung eines Fusionsproteins, das das Ef fektorprotein 
oder -polypeptid in Fusion mit dem Adaptorprotein enthalt (Al- 
ternative (b) ) . 

Fur Alternative (a) konnen in einer besonderen Ausfiih- 
rungsform Mediatorabschnitte von Membranrezeptoren gewahlt wer- 
den, die im Falle einer Bindung von Ligand an ihren Liganden- 
bindungsabschnitt oder, alternativ, bei fehlender Bindung von 
Ligand an ihren Ligandenbindungsabschnitt Adaptorproteine bin- 
den, an die natiirlicherweise eine Bindung von Guaninnukleotid- 
Austauschfaktor (GEF) erfolgt. Ein Beispiel fur einen derarti- 
gen Membranrezeptor stellen der epidermaler Wachstumsf aktor- 
Rezeptor (EGFR) und die fiir dessen zytoplasmatischen oder 
Mediatorabschnitt spezifischen Adaptorproteine Grb2 und She 
dar. An diese Adaptorproteine Gbr2 und She, die an den 
Mediatorabschnitt des EGFR nur im Falle einer Ligandenbindung 
an den Ligandenbindungsabschnitt von diesem binden, bindet 
wiederum ein Guaninnukleotidaustauschfaktor, der in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in einer Zelle zu 
aktivieren. 

In einer weiteren Ausfuhrungsform der Alternative (a) kann 
das Ef fektorprotein oder -polypeptid jedoch auch in Form eines 
Fusionsproteins aus einem Ef fektorabschnitt , der in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in einer Zelle zu 
aktivieren, und einem Abschnitt mit Antikorper- oder Bindungs- 
proteineigenschaft bereitgestellt werden, wobei der Abschnitt 
mit Antikorper- oder Bindungsproteineigenschaft spezifisch das 
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Oder die Adaptorprotein (e) erkennt und bindet, die infolge 
einer Ligandenbindung Oder, alternativ, aufgrund fehlender 
Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membran- 
rezeptors an den Mediatorabschnitt von diesem gebunden werden. 

5 Bei einer speziellen Variante dieser Ausfuhrungsf orm stellt 

das Adaptorprotein kein natiirlicherweise vorkommendes Adaptor- 
protein, wie Grb2 oder She, oder ein davon abgeleitetes Adaptor- 
protein dar, sondern weist ebenfalls Antikorpereigenschaf t auf , 
wobei das Ant ikorper -Adaptorprotein, wie soeben erlautert, den 

10 Mediatorabschnitt des Membranrezeptors nur infolge einer Ligan- 
denbindung an den Ligandenbindungsabschnitt oder, alternativ, 
infolge feh2ender Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt desselben erkennt und bindet . In diesem Falle weist der 
Adaptorabschnitt des Fusionsproteins dann die Funktion eines so- 

15 genannten "sekundaren Antikorpers" oder ant i- Ant ikorper s, wel- 
cher den mit dem Mediatorabschnitt assoziierten, sogenannten 
"primaren" Antikorper erkennt, auf. 

In Alternative (b) wird das Ef f ektorprotein in Form eines 

20 Fusionsproteins, das den Ef f ektorabschnitt in Fusion mit dem 
Adaptorprotein enthalt, vorgesehen. Durch die Bindung des Adap- 
torproteinabschnitts des Fusionsproteins an den Mediatorab- 
schnitt eines Membranrezeptors infolge der Ligandenbindung 
oder, alternativ, der fehlenden Ligandenbindung an den Ligan- 

25 denbindungsabschnitt von diesem wird iiber die kovalente Ver- 
kmipfung innerhalb des Fusionsproteins auch der Effektorab- 
schnitt an die Membran gefiihrt und kann dort seine Wirkung zur 
Aktivierung eines Ras- oder RAS-ahnlichen Signalwegs ausiiben- 
Ein Beispiel fiir diese Variante (b) ist ein Fusionspro- 

30 tein, das als Adaptorabschnitt ein Gbr2- oder She -Protein, 

fusioniert mit einem bevorzugt konstitutiv aktiven ras-Protein, 
beispielsweise dem humanen konstitutiv aktiven ras-Protein (Ha- 
ras, L61), oder einem funktionalen GEF als Eff ektorabschnitt , 
umfafit. Ein solches Fusionsprotein wird z.B. wieder in Verbin- 

35 dung mit einem EGFR-Membranrezeptor oder mit einem Rezeptor, 
der den zytoplasmatischen Teil von diesem umfafit, eingesetzt, 
wobei der zytoplasmatische oder Mediatorabschnitt des EGFR mit 
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dem Gbr2- oder Shc-Anteil des Fusionsproteins bei Bindung von 
Ligand wechselwirkt und daruber den Ef fektorabschnitt an die 
Membran fuhrt (vgl. auch Fig. 2a, 3). 

Ein weiteres Beispiel fur diese Variante (b) ist ein 
Fusionsprotein, das als Adaptorabschnitt einen Antikorper oder 
ein Bindungsprotein aufweist, der bzw. das spezifisch den 
Mediatorabschnitt des Merabranrezeptors nur in seiner 
Struktur/Konformation nach Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt oder, alternativ, bei fehlender 
Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt erkennt 
und bindet. 



3) Eine dritte Variante ist der zweiten Variante ahnlich, wo- 
bei jedoch der als Membranrezeptor eingesetzte bzw. fur die Ge- 
staltung des Mediatorabschnitts des Membranrezeptors herangezo- 
gene Enzym-gekoppelte Rezeptor keine eigene enzymatische Akti- 
vitat aufweist, die bei Ligandenbindung oder, alternativ, feh- 
lender Ligandenbindung aktiviert wird, sondern vielmehr in 
strikter Abhangigkeit von einer eigenen Aktivierung durch Li- 
20 gandenbindung bzw. fehlende Ligandenbindung ein separates re- 
zeptorspezifisches Enzym aktiviert, das sich z.B. auf einer se- 
paraten Untereinheit befindet. Als Beispiele fur einen derarti- 
gen Rezeptortyp konnen diverse Zytokinrezeptoren genannt 
werden . 

25 Dieses separate rezeptorspezif ische Enzym kann in einer 

besonderen Ausfuhrungsform auch zu der Zelle heterolog sein. 
Bevorzugt ist das separate rezeptorspezif ische Enzym ebenfalls 
eine Kinase und insbesondere eine Tyrosinkinase . Wieder fuhrt 
die Kinaseaktivitat bevorzugt zur Phosphorylierung des Media- 

30 torabschnitts, d.h. des zytoplasmatischen Abschnitts des Mem- 
branrezeptors und wirkt damit zusatzlich auf die Bindung eines 
fur den Mediatorabschnitt spezifischen Adaptorproteins ein. 

Ansonsten gilt gleiches wie fiir den Membranrezeptor von 
Variante 2), d.h. dieser kann ein natiirlich vorkommender Mem- 

35 branrezeptor, ein von einem solchen Membranrezeptor abgeleite- 
ter Membranrezeptor oder ein synthetischer Membranrezeptor 
sein, dessen verschiedene Domanen oder Abschnitte aus unter- 
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schiedlichen Quellen stammen, die ggf . auch von natiirlich vor- 
kommenden Sequenzen abgeleitet sein konnen. 

Wie bei Variante 2) kann auch hier die Ef f ektorprotein- bzw. 
-polypeptid-Translokation an die Membran durch Bindung des Ef- 

5 fektorproteins oder -polypeptids an ein aufgrund einer Bindung 
an den Mediatorabschnitt membranstandiges Adaptorprotein erfol- 
gen (Alternative (a) ) Oder durch Verwendung eines Fusionspro- 
teins, das das Eff ektorprotein oder -polypeptid in Fusion mit 
dem Adaptorprotein enthalt (Alternative (b) ) . 

10 Auch in diesem Falle konnen als Beispiele fur mogliche Adap- 

torproteine Grb2 oder She aufgefiihrt werden, die gegebenenf alls 
auch als Fusionsproteine rait einem Ef f ektorabschnitt , der in der 
Lage ist, den Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 
eingesetzt werden konnen, aber auch Antikorper oder andersartige 

15 Bindungsproteine, die spezifisch den Mediatorabschnitt des Mem- 
branrezeptors nur in seiner Struktur/Konf ormation nach Bindung 
eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt oder, alterna- 
tiv, nur bei fehlender Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt erkennen und binden und in Form von Fusions - 

20 proteinen mit einem Eff ektorabschnitt eingesetzt werden konnen. 
Alternativ umfafit das Antikorper- Adaptorprotein bzw. Bindungs- 
prbtein-Adaptorprotein keine Ef fektorfunktion, sondern wird sei- 
nerseits von einem Fusionsprotein mit einem Eff ektorabschnitt 
und einem Adaptorabschnitt mit der Funktion insbesondere eines 

25 sogenannten "sekundaren Antikorpers" oder anti-Antikorpers, wel- 
cher den mit dem Mediatorabschnitt assoziierten, sogenannten 
"primaren" Antikorper (Antikorper-Adaptorprotein) erkennt, uber 
diesen Adaptorabschnitt erkannt und gebunden. 

30 4) In einer weiteren, vierten Variante wird als Membranrezeptor 
ein Fusionsprotein eingesetzt, das innerhalb seiner Sequenz, 
insbesondere am oder im Bereich des C-Terminus, ein sogenanntes 
f/ Tag u oder Epitop aufweist, das fiir eine Erkennung durch einen 
dafiir spezifischen Antikorper oder ein dafur spezif isches Bin- 

35 dungsprotein nur bei Bindung von Ligand an den Ligandenbindungs- 
abschnitt oder, alternativ, nur bei fehlender Bindung von Ligand 
an den Ligandenbindungsabschnitt zuganglich wird. Als Beispiele 
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fur geeignete „Tags w oder Epitope konnen ein Myc-Tag, His-Tag, 
Hamagglutinin-Epitop und ahnliche genannt werden. 

Der „Tag w oder das Epitop kann ein Teil des Mediatorab- 
schnitts sein, kann jedoch auch zu diesem benachbart oder von 
diesem durch einen Aminosauresequenzabschnitt getrennt sein. Je- 
doch wird dessen Zuganglichkeit fur einen spezifischen Antikor- 
per oder ein spezifisches Bindungsprotein erst aufgrund von Kon- 
formationsanderungen, ggf . in Kombination mit enzymatischer Ak- 
tivitat, infolge einer Bindung von Ligand an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors oder, alternativ, aufgrund 
einer Abdissoziierung von Ligand von dem Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors, d.h. bei der letzteren Variante 
bei fehlender Ligandenbindung ermoglicht. Ein „Tag tt oder Epitop 
kann somit an samtliche erwahnten Rezeptortypen, also einen G- 
Protein-gekoppelten Rezeptor (GPCR) wie auch an Rezeptor-Tyro- 
sinkinasen oder Rezeptor -Phosphatasen, angefugt sein, vorausge- 
setzt, dafi die vorstehend erlauterten Mafigaben hinsichtlich der 
Zuganglichkeit des „Tags" oder Epitops fiir einen Antikorper oder 
ein spezifisches Bindungsprotein erfullt sind. 

Das Effektorprotein wird in diesem Palle als Fusionsprotein, 
das den Ef f ektorabschnitt und einen fur den „Tag" oder das Epi- 
top spezifischen Antikorper bzw. ein fur den „Tag" oder das Epi- 
top spezifisches Bindungsprotein umfafit, vorgesehen. Wird der 
„Tag M oder das Epitop infolge einer Ligandenbindung an den Li- 
gandenbindungsabschnitt oder, alternativ, infolge fehlender Li- 
gandenbindung und daraus result ierenden Auswirkungen auf den Me- 
diatorabschnitt fiir den in dem Fusionsprotein enthaltenen Anti- 
korper bzw. das in dem Fusionsprotein enthaltene Bindungsprotein 
zuganglich, erfolgt die Effektorprotein- bzw. -polypeptidtrans- 
lokation an die Membran im Wege der „Tag"/Epitop-Antik6rper/Bin- 
dungsprotein-Reakt ion . 

Bei Vorliegen der erlauterten konformationellen Vorausset- 
zungen ist somit diese vierte Variante am umf assendsten einsetz- 
bar, da sie ansonsten die speziellen Erfordernisse naturlich 
vorkommender Mediatorabschnitte, wie jenen von G-Protein- 
gekoppelten Rezeptoren, Rezeptor-Tyrosinkinasen oder Rezeptor- 
Phosphatasen, oder davon abgeleiteter synthetischer Mediatorab- 
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schnitte nicht beriicksichtigen mufi. Zudem bewirkt die Notwendig- 
keit, als Ef f ektorprotein lediglich ein Fusionsprotein mit Ef- 
fektorabschnitt und einem fiir den „Tag tt oder das Epitop spezifi- 
schen Antikorper- bzw. Bindungsproteinabschnitt bereitzustellen, 
5 eine wesentliche Vereinf achung des Verfahrens zur Herstellung 
erf indungsgemafier Zellen wie auch der nachfolgend detaillierter 
beschriebenen Assayverf ahren, die sich dieser Zellen bedienen. 

Sollen mit Hilfe der beschriebenen Zellen die erf indungsge- 

10 mafien Assays ausgefiihrt werden, die, wie nachfolgend detaillier- 
ter erlautert, spezifisch die Wechselwirkung von Liganden mit 
dem Ligandenbindungsabschnitt von Membranrezeptoren nachweisen, 
versteht es sich, dafi das Translokationsereignis des Effektor- 
proteins oder -polypeptids an die Zellmembran nur bei einer Li- 

15 gand-Ligandenbindungsabschnitt -Wechselwirkung oder, alternativ, 
bei fehlender Ligand-Ligandenbindungsabschnitt -Wechselwirkung an 
dem speziell zu untersuchenden Membranrezeptor auftreten darf . 
D.h. eine Assoziierung des Ef f ektorproteins oder -polypeptids 
mit merabranstandigen Zellkomponenten, die (in Abwesenheit des 

20 Membranrezeptors und der mit diesem bei der Signaltransduktion 
spezifisch und ausschliefilich zusammenwirkenden Zellkomponenten) 
natiirlicherweise in diesen Zellen vorkommen, mufi, gleich welchen 
Aktivierungs- oder Modif izierungszustands der Zellkomponenten, 
generell oder bei Wahl gewisser besonderer Kultivierungsbedin- 

25 gungen fiir die Zellen ausgeschlossen sein. Dies setzt voraus, 
dafi alle Komponenten, die an der Translokation des Effektorpro- 
teins oder -polypeptids an die Zellmembran direkt und'indirekt 
beteiligt sind, generell oder bei Wahl dieser besonderen Kulti- 
vierungsbedingungen nur in Folge der Aktivierung des speziell zu 

30 testenden Membranrezeptors aufgrund der Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt oder, alternativ, aufgrund der 
fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt, und 
genauer nur in Folge der durch diese Aktivierung bedingten 
Strukturanderung des Mediatorabschnitts in die Lage versetzt 

35 werden konnen, die Bindung des Eff ektorproteins oder -polypep- 
tids an eine Komponente der Zellmembran zu vermitteln oder zu 
bewirken. 
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Soil in einem Test ein in einer Zelle naturlicherweise vor- 
kommender Membranrezeptor getestet werden, mufi sichergestellt 
werden, dafi in der Zelle der Mediatorabschnitt dieses Membranre- 
zeptors nur in Zusammenhang mit diesem vorkommt und daS die da- 
mit zusammenwirkenden Adaptor- und Vermittlerproteine nur mit 
diesem Mediatorabschnitt oder nur aufgrund einer Aktivierung 
dieses Mediatorabschnitts in einer Weise interagieren konnen, 
dafi es schliefilich zu einer Translokation des Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids an die Zellmembran kommt* 

Alternativ kann eine Zelle als Assayzelle ausgewahlt werden, 
in der alle diese Komponenten vor der Einschleusung der genet i- 
schen Information fur den Membranrezeptor und die gegebenenf alls 
benotigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Ef f ektorproteine bzw. 
-polypeptide naturlicherweise nicht vorkommen, also zu dieser 
Ausgangszelle heterolog sind und auch keine zelleigenen Kompo- 
nenten gleicher Spezifitat und ggf . Aktivitat, die diese ersetz- 
ten konnten, vorliegen; bezuglich des Membranrezeptors kann dies 
auch nur fur den Mediatorabschnitt gelten. Oder es mufi dafiir 
Sorge getragen werden/ dafi eine Ausgangszelle, die diese Kompo- 
nenten, bezuglich des Membranrezeptors ggf. auch nur den spezi- 
ellen Mediatorabschnitt, in einem ur sprung lichen Zustand einmal 
enthielt, diese Komponenten aufgrund von genetischer oder son- 
stiger Modif izierung vor der Einschleusung der genetischen In- 
formation fur den Membranrezeptor und die gegebenenf alls beno- 
tigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Eff ektorproteine bzw. 
-polypeptide nicht mehr enthalt. Zusammenf assend erlautert, be- 
trifft dies zumindest die folgenden Komponenten: 
den Mediatorabschnitt, 

ggf. die damit zusammenwirkenden Adaptorproteine oder Adap- 
torproteinabschnitte, sofern eine Bindung des Eff ektorpro- 
teins oder -polypeptids an diese oder liber diese erfolgt, 
sowie , 

z.B. im Falle der vorliegend erlauterten Alternative l)c), 
ggf. eine Vermittlerkomponente , welche mit dem Mediatorab- 
schnitt des Membranrezeptor raumlich nicht unmittelbar asso- 
ziiert sein mufi, jedoch im Falle einer Ligandenbindung oder, 
alternativ, feiilenden Ligandenbindung an den Ligandenbin- 
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dungsabschnitt von diesem aktiviert oder modifiziert wird 
und aufgrunddessen ein sekundares Ereignis an einer weiteren 
Komponente der Zellmembran vermittelt, infolgedessen sich 
das Ef fektorprotein oder -polypeptid spezifisch an diese 
5 Komponente der Zellmembran, die mit dem Mediatorabschnitt 

des Membranrezeptors nicht assoziiert ist, bindet; alterna- 
tiv darf das genannte sekundare Ereignis in der Zelle nur 
bei Ligandenbindung oder, alternativ, fehlender Ligandenbin- 
dung des Ligandenbindungsabschnitts des Membranrezeptors 
10 vermittelt werden. Es diirfen im letzteren Falle in der Zelle 

also keine Wechselwirkungspartner fur diese Vermittler vor- 
liegen, die eine entsprechende Aktivierungswirkung wie der 
Membranrezeptor auf den oder die Vermittler ausiiben konnen. 
Dement sprechend ist bei einigen Ausfiihrungsformen der Erfin- 
15 dung die Expression bestimmter Typen von Proteinen und Fusions - 
proteinen in einem geeigneten Zellsystem, das diese Proteine und 
Fusionsproteine natiirlicherweise nicht enthalt, ein wesentlicher 
Aspekt. Je nach eingesetztem Membranrezeptor und insbesondere je 
nach dem durch den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors be- 
20 dingten Mechanismus, der schliefilich zu einer Translokation des 
Effektorproteins oder -polypeptids an die Membran fuhrt, kann es 
erforderlich werden, eines oder mehrere der vorstehend genannten 
Proteine in einer Zelle, die diese (s) natiirlicherweise nicht 
enthalt, zu exprimieren. Diese Proteine konnen in ihrer natiir- 
25 lich vorkommenden Form, sofern es eine solche gibt, oder in Form 
von Fusionsproteinen, exprimiert werden. 

Dabei konnen die Genkonstrukte, die diese Proteine oder Fu- 
sionsproteine kodieren, chromosomal, d.h. im Chromosom inte- 
griert, oder extrachromosomal , als Bestandteil eines Episoms, 
30 insbesondere Plasmids, in der Zelle vorliegen. 

Ein erstes derartiges Fusionsprotein kann ein Membranrezep- 
tor, wie er vorstehend erlautert wurde, sein, bei dem insbeson- 
dere und gegebenenfalls auch ausschliefilich der Mediatorab- 
schnitt zu der Zelle heterolog ist. 
35 Ein weiteres dieser Fusionsproteine stellt das Ef fektorpro- 

tein oder -polypeptid in einer besonderen Form bereit und be- 
steht aus Domanen bzw. Teilen, die folgende Funktionen vereinen: 
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i) die membranstandige spezifische Interaktion eines Adaptor - 
abschnitts des Fusionsproteins mit einer Komponente der Mem- 
bran und in einer besonderen Ausfuhrungsf orm detn Mediatorab- 
schnitt des Rezeptors in Abhangigkeit von der extrazellula- 
ren Ligandenbindung oder, alternativ, von fehlender extra - 
zellularer Ligandenbindung (Adaptorfunktion) ; 

ii) die Aktivierungsmoglichkeit eines ras- oder ras-ahnlichen 
Signaltransduktionsweges in Abhangigkeit von der durch den 
Adaptorabschnitt bedingten Membranlokalisierung aufgrund ei- 
nes mit dem Adaptorabschnitt in dem Fusionsprotein fusio- 
nierten Ef f ektorabschnitts (Ef f ektorfunktion) . 

Die erstgenannte Funktion bewirkt, dafi das Adaptor-Ef f ektor- 
Fusionsprotein nur dann an die Membran und damit an den Wirkort 
desjenigen Teils des Fusionsproteins, welcher fur die zweite 
Funktion verantwortlich ist, gelangt, wenn ein Ligand an den in 
der Regel extrazellularen Teil, d.h. den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Rezeptors gebunden hat oder, alternativ, wenn keine 
solche Ligandenbindung vorliegt. 

Im ersteren Falle liegt der Rezeptor ohne Ligandenbindung in 
einer Konf iguration vor, die den Adaptorabschnitt nicht direkt 
binden kann oder einen membranstandigen Folgeprozess liber einen 
Mediator nicht auslosen kann, den der Adaptorabschnitt erkennen 
konnte. Bei Ligandenbindung nimmt der zytosolische Teil des Re- 
zeptors bei dieser Variante dann eine Konf iguration ein, die der 
Adaptorteil direkt erkennen kann oder er lost einen Folgevorgang 
aus, der zu einer membranstandigen Proteinkonf iguration anderer 
Mediatorproteine fiihrt, die der Adaptor erkennen kann. In Abwe- 
senheit der Ligandenbindung liegt also das Adaptor-Ef fektor- 
Fusionsprotein im Zytosol nicht am Wirkort des Ef fektorab- 
schnitts vor. Nur wenn der Ef f ektorabschnitt membranstandig ori- 
entiert wird, kann er als Signal trans duktionskomponente im ras- 
oder ras-ahnlichen Signaltransduktionsweg aktiv werden. (Fig. 2a 
und b) . 

Im letzteren Falle liegt der Rezeptor Jbei Bindungr von Ligand 
in einer Konf iguration vor, die den Adaptorabschnitt nicht di- 
rekt binden kann oder einen membranstandigen Folgeprozess liber 
einen Mediator nicht auslosen kann, den der Adaptorabschnitt er- 
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kennen konnte. Bei Abdissoziierung des Liganden bzw. fehlender 
Ligandenbindung nimmt der zytosolische Teil des Rezeptors bei 
dieser Variante dann eine Konf iguration ein, die der Adaptorteil 
direkt erkennen kann, oder er lost einen Polgevorgang aus, der 

5 zu einer membranstandigen Proteinkonf iguration anderer Mediator- 
proteine fiihrt, die der Adaptor erkennen kann. Bei dieser Vari- 
ante liegt also das Adaptor-Ef fektor-Fusionsprotein bei Ligan- 
denbindung im Zytosol nicht am Wirkort des Ef f ektorabschnitts 
vor. Nur wenn der Ef f ektorabschnitt membranstandig orientiert 

10 wird, kann er als Signaltransduktionskomponente im ras- oder 
ras-ahnlichen Signaltransduktionsweg aktiv werden 

Eine solche Aktivierung kann, wie weiter unten ausfiihrlicher 
erlautert wird, detektiert werden liber phanotypische Anderungen 
(z.B. Wachstum oder Gen- bzw. Reportergenaktivitat ) in der Zel- 

15 le, wobei die Zellen bei der ersten Variante unter den Assaybe- 
dingungen in Abwesenheit des Liganden inaktiv beziiglich des ras- 
oder ras-ahnlichen Signaltransduktionsweges sein miissen, bei der 
letzteren Variante unter den Assaybedingungen in Anwesenheit des 
Liganden inaktiv beziiglich des ras- oder ras-ahnlichen Signal- 

20 transduktionsweges sein mussen. 

In einem bevorzugt verwendeten experimentellen System der 
Erfindung umfafit das Fusionsprotein als Eff ektorabschnitt ein 
mutiertes humanes Ras-Protein (Ha-Ras, L61) , dem die Farnesylie- 
rungssequenz, welche fur eine Membranlokalisierung des Proteins 

25 sorgt, fehlt. 

Auch weitere Protein-Komponenten, die neben dem Membranre- 
zeptor \ind insbesondere dessen Mediatorabschnitt sowie dem Ef- 
f ektorprotein selbst an der Translokation des Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids unmittelbar oder mittelbar beteiligt sind, 

30 konnen gegebenenf alls als in der Natur nicht vorkommende Fusi- 
onsproteine in der Zelle exprimiert werden. 

Zum klareren Verstandnis der Lehre dieser Unterlagen sei 
angefxigt, dafi im vorliegenden Zusammenhang unter dem Begriff 
35 "Ligand" nur solche Bindungspartner fur Rezeptoren und insbe- 
sondere Membranrezeptoren verstanden werden sollen, die bei ei- 
ner Bindung an den Ligandenbindungsabschnitt eines solchen Re- 
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zeptors eine Strukturanderung, insbesondere eine Konf ormati- 
onsanderung und/oder eine enzymatische Modif izierung, z.B. 
durch Phosphorylierung Oder Dephosphorylierung, hervorrufen, 
deren Auswirkungen auf den Mediatorabschnitt bewirken, dafi in 

5 der Folge ein Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu 
aktivieren, an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls fiber 
weitere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) bindet. Dies kann 
insbesondere Struktur- und speziell Konf ormationsanderungen um- 

10 fassen, wie sie in vivo bei der Bindung eines natfirlichen Li- 
ganden erfolgen und wofiir Beispiele vorstehend erlautert wur- 
den. Es werden jedoch auch Falle in Betracht gezogen, bei denen 
die Struktur- und speziell Konf ormationsanderung nicht oder nur 
teilweise der bei Bindung eines in vivo in der Zelle vorkommen- 

15 den Liganden erfolgenden Struktur- bzw. Konf ormationsanderung 
entspricht. Bindungspartner, die eine solche Strukturanderung 
nicht hervorrufen, werden von dera Begriff "Ligand" nicht um- 
f afit . 

Von den hier synonym verwendeten Begriffen "Ras- und Ras- 

20 ahnlicher Signalweg" oder "sich an ein Ras-Protein anschliefien- 
der Signalweg" werden auch die sogenannten ras-ahnlichen 
Signalwege mitumfafit, die von diversen weiteren Mitgliedern der 
Ras-Familie gesteuert werden. Unter den Mitgliedern der Ras- 
Familie gibt es solche, die trotz Ursprungs aus unterschiedli- 

25 chen Organismen ein und denselben Signaltransduktionsweg in ei- 
ner gewahlten Zielzelle aktivieren konnen. Ein Beispiel hierfur 
ist das humane Ha-Ras (L61) , das in der Lage ist, auch einen 
ras-Signalweg in Saccharomyces cerevisiae zu aktivieren, der 
auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur eine 

30 Vermehrung der Hefezellen essenziell ist. Andere Mitglieder der 
Ras-Familie sind nur in der Lage, einen einzigen, fur sie spe- 
zifischen Signalweg zu aktivieren. 

Eine Reihe von Mitgliedern der Ras-Familie, wie das vor- 
stehend erwahnte Ha-Ras (L61) , aktiviert Signalwege, die auf 

35 den Zellzyklus einwirken und deren Aktivierung fiber die Akti- 
vierung spezieller Transkriptionsfaktoren ffir die Zellvermeh- 
rung essenziell sind. Andere derartige Ras-Proteine aktivieren 
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Signalwege, die spezifisch zur Aktivierung jeweils eines einer 
Vielzahl von Transkriptionsfaktoren, die fur andere Gene als 
jene des Zellzyklus spezifisch sind, fQhren. Im vorliegenden 
Kontext ist alien ras- Signal wegen gemeinsam, dafi sie fiir ihre 

5 Aktivierung ein an der Zellmembran vorliegendes aktives Ras- 
Protein erfordern, wobei das Ras-Protein gegebenenf alls fur 
seine Aktivitat die gleichzeitige Anwesenheit eines Guaninnu- 
kleotid-Austauschfaktors an der Zellmembran benotigt. 

Wird in diesen Unterlagen auf eine Inaktivierung eines 

10 ras-Signalwegs oder eines ras-ahnlichen Signalwegs Bezug genom- 
men, so wird darunter stets eine Inaktivierung auf Ebene des 
Ras -Proteins und/oder eines dafur spezifischen Guaninnukleotid- 
Austauschf aktors verstanden. Die genannte Signalwegs inaktivie- 
rung tritt in einer Zelle im vorliegenden Zusammenhang bevor- 

15 zugt nur unter bestimmten Umweltbedingungen, wie Temperatur, 

auf, kann also durch gezielte Einstellung von Umweltbedingungen 
induziert und wieder aufgehoben werden. 

Im zellularen Kontext wird nun bei jeder der erlauterten 

20 Ausfuhrungsformen durch Einwirkung der aktiven Signaltransduk- 
tionskomponente ein ras- oder ras-ahnlicher Signal transdukti- 
onsweg aktiviert. Verwendet man eine Zelle, bei der dieser ras- 
oder ras-ahnliche Signalweg in Abwesenheit des erf indungsgemafi 
untersuchten Membranrezeptors aufgrund von Mutationen zumindest 

25 unter bestimmten Bedingungen nicht aktiviert ist, kann eine 
solche allein durch die infolge der Ligandenbindung oder, al- 
ternativ, infolge fehlender Ligandenbindung an eben diesen Mem- 
branrezeptor erfolgte Translokation des Ef f ektorproteins oder - 
polypeptids an die Zellmembran vermittelte Aktivierung liber 

30 phanotypische Veranderungen, z.B. Wachstum oder Gen- bzw. Re- 
portergenaktivitat, in der Zelle detektiert werden. 

Das Ef fektorprotein oder -polypeptid vermag bevorzugt, ras- 
Signaltransduktionswege zu aktivieren, die auf den Zellzyklus 
einwirken und deren Aktivierung fiir die Zellvermehrung essenzi- 

35 ell ist. Alternativ und ebenso bevorzugt wirkt es auf einen der 
Ras -Signalwege ein, die der Aktivierung von Transkriptionsf akto- 
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ren fur Gene dienen, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell 
sein miissen. 

Das Effektorprotein Oder -polypeptid kann die Aktivitat ei- 
nes aktiven und insbesondere eines konstitutiv aktiven Ras- 
Proteins aufweisen. Konstitutiv aktive Ras-Proteine zeigen Ak- 
tivitat unabhangig von der Anwesenheit von Guaninnukleotid- 
Austauschf aktor-Molekiilen, die diverse andere Ras-Proteine fiir 
ihre Aktivitat benotigen. Zu diesem Zweck kann das Effektorpro- 
tein Oder -polypeptid beispielsweise die Aminosauresequenz ei- 
nes aktiven Oder konstitutiv aktiven Ras-Proteins, das in der 
Natur vorkommt, z.B. dem humanen Ha-Ras (L61) , oder von Teilen 
davon umfassen. Oder es kann Aminosauresequenzen umfassen, die 
von derartigen Sequenzen, z.B. durch Aminosaureanfiigung, -aus- 
tausch, -modifizierung, -insertion oder -deletion, abgeleitet 
sind. 

Alternativ kann das Effektorprotein oder -polypeptid die 
Aktivitat eines funktionellen Guaninnukleotid-Austauschf aktors 
("guanine nucleotide exchange factor") aufweisen. In dieser 
Hinsicht kann die Aminosauresequenz des Ef f ektorproteins oder 
-polypeptids ebenfalls beispielsweise Sequenzen von in der Na- 
tur vorkommenden Guaninnukleotid-Austauschf aktoren oder Teilse- 
quenzen davon umfassen oder sie kann davon, z.B. durch 
Aminosaureanfiigung, -austausch, -modifizierung, -insertion oder 
-deletion, abgeleitet sein. In einer bevorzugten Ausfiihrungs- 
form ist die Aminosauresequenz des Eff ektorproteins oder -poly- 
peptids abgeleitet von der Aminosauresequenz des CDC2 5 -Proteins 
aus Saccharomyces cerevisiae, eines SOS-Proteins aus einem 
Saugetier oder eines aus einem beliebigen Organismus 
abgeleiteten SOS-ahnlichen Proteins. 

Dariiber hinaus umfafit die Erfindung DNA-Molekiile, die neue 
Fusionsproteine, die ebenfalls Gegenstand der Erfindung sind, 
kodieren, sowie Vektoren, insbesondere Plasmide, Cosmide, Vi- 
ren- oder Phagengenome , die mindestens eines dieser DNA- 
Molekiile umfassen. Besondere erf indungsgemafce Vektoren sind zur 
Transformation oder Transfektion von Wirtszellen oder zur Ex- 
pression mindestens eines erf indungsgemafien Fusionsproteins ge- 
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eignet. Zu dem letztgenannten Zweck steht ein erf indungsgemafies 
DNA-Molekiil in dem Vektor unter Kontrolle eines in einer Wirts- 
zelle funktionsf ahigen Promotors, der die Expression ermoglicht 
und steuert. 

5 

Die Herstellung der erf indungsgemafien Fusionsproteine, DNA- 
Molekiile und Vektoren kann nach im Stand der Technik bekannten 
Protokollen erfolgen (siehe z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., 
Maniatis, T. (1989) , Molecular Cloning. A Laboratory Handbook, 

10 Cold Spring Harbor Laboratory, New York; Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). Auch wenn die Fusionsproteine grund- 
satzlich vollsynthetisch aus einzelnen Aminosaure-Derivaten 
hergestellt werden konnen, wozu im Stand der Technik diverse 
Verfahren zur Verfiigung stehen, werden sie ublicherweise iiber 

15 die Expression der entsprechenden Gene in Zellen produziert. 

Dabei kann das Gen fur das Fusionsprotein extrachromosomal oder 
in das Genom der Wirtszelle integriert vorliegen. Die Klonie- 
rung der Gene fur die Fusionsproteine ausgehend von bekannten 
Genabschnitten, die Proteinabschnitte mit den erf orderlichen 

20 oder im Falle des Ligandenbindungs- oder Rezeptorabschnitts 

auch vorerst nur vermuteten Funktionen kodieren, gehort ebenso 
zu den Standardf ahigkeiten eines Fachmanns, wie die Konstruk- 
tion von Vektoren, wie Transkriptions- oder Transf ektionsvekto- 
ren oder auch Expressionsvektoren, in denen das Gen in funkti- 

25 onaler Verknupfung mit einem in der Produktionszelle wirksamen 
Promotor vorliegt, die Transformation oder Transf ektion von 
Wirtszellen wie auch die Ziichtung der transf ormierten bzw. 
transf izierten Wirtszellen zur Produktion des Proteins. Die 
Isolierung und Reinigung der erf indungsgemaSen Fusionsproteine 

30 kann durch Einsatz herkommlicher Verfahren, wie Fallung, 

Einsatz diverser Chromatographieverf ahren, wie Gelf iltration, 
Affinitatschromatographie u.s.w. erfolgen. Insbesondere erlaubt 
die Affinitatschromatographie beispielsweise bei Verwendung von 
an die Matrix gebundenen spezif ischen Antikorpern oder 

35 Bindungsproteinen, die gegen eine Determinante eines beziiglich 
der Wirtszelle heterologen Abschnitts des Fusionsproteins 
gerichtet sind, eine selektive Bindung nur des Fusionsproteins, 
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Alternativ kann das Fusionsprotein beispielsweise auch als 
Vorlauferprotein exprimiert werden, das eine zusatzliche Domane 
mit einer spezifischen Bindungseigenschaft an eine bestimmte 
Aff initatssaule aufweist. Nach Bindung und darauf f olgender 
Elution von der Aff initatssaule kann die zusatzliche Domane 
dann selektiv von dem nun bereits im wesentlichen rein 
vorliegenden Vorlauferprotein unter Erzeugung des 
erfindungsgemafien Fusionsprotein abgespalten werden. Sofern die 
zusatzliche Domane die Eignung des Fusionsproteins fur die 
erfindungsgemafien Assays nicht beeinflufit, besteht jedoch 
alternativ auch die Moglichkeit, auf den Abspaltungsschritt zu 
verzichten. Ein Beispiel fur eine derartige Domane besteht aus 
mehreren, z.B. 10, zusatzlich N- terminal angefugten 
Hist idinres ten ("His-tag"), die spezifisch an eine Metall- 
Chelat-Affinitatschromatographiesaule binden. Beziiglich aller 
genannten Techniken und den dafur erforderlichen Reagenzien, 
einschliefilich Vektormolekulen, kann auf Standardliteratur 
(z.B. Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), a.a.O.; 
Current Protocols in Molecular Biology (1991)) und eine 
unubersehbare Vielzahl von Einzelprotokollen verwiesen werden. 

Ein weiterer zentraler Gegenstand der Erf indung sind neben 
den vorstehend erlauterten Zellen auch Zellen, die einen oder 
mehrere der Membranrezeptoren, wie sie in Anspruch 1 beschrieben 
wurden, insbesondere eines oder mehrere der erf indungsgemafien 
Membranrezeptor-Fusionsproteine enthalten. Im Rahmen dieser Er- 
f indung konnen dabei einzelne, mehrere oder auch alle Domanen 
des Membranrezeptors/Fusionsproteins und/oder gegebenenf alls 
auch Teile eines oder mehrerer Abschnitte oder Domanen von die- 
sen beziiglich der Wirts- oder Ausgangszelle heterolog sein. 

Zur Herstellung der erf indungsgemafien Zellen kann beispiels- 
weise eine Transformation oder Transfektion von Ausgangszellen 
mit einem Express ionsvekt or, der ein Gen fur den Membranrezeptor 
mit den in Anspruch 1 erlauterten Merkmalen, insbesondere ein 
erfindungsgemaBes Fusionsprotein unter Kontrolle eines in der 
Ausgangszelle funktionsf ahigen Promotors enthalt, erfolgen. Als 
Ausgangszellen komrnen prokaryotische wie eukaryotische Zellen in 
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Frage. Beispiele fur Ausgangszellen sind u.a, Bakterienzellen, 
wie solche der Gattung Escherichia oder Bacillus, beispielsweise 
bestimmte Stamme von Escherichia coli Oder Bacillus subtilis, 
Hefezellen, wie bestimmte Stamme von Saccharomyces cerevisiae, 

5 Insektenzellen, tierische Zellen, wie COS-7, Vero, CHO-Zellen, 
Mause-Myelomzellen, humane FL-Zellen u.s.w. 

Die Zellen konnen auch in Form von zellwandlosen "ghost" - 
Formen der Hef en, die im vorliegenden Kontext von dem Begrif f 
"Zellen" ebenfalls umfafit werden, bereitgestellt werden. 

10 Bin wesentliches Merkmal der erf indungsgemafien Zellen be- 

steht darin, dafi bei fehlender Bindung von Ligand an den Ligan- 
denbindungsabschnitt des Membranrezeptors das Ef f ektorprotein 
oder -polypeptid nicht in der Lage ist, die Aktivierung des spe- 
ziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in den Zellen zu be- 

15 wirken, oder, alternativ, dafi das Eff ektorprotein oder -polypep- 
tid speziell bei Ligandenbindung an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors nicht in der Lage ist, die Aktivie- 
rung des speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in den 
Zellen zu bewirken. 

20 In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm dieser Erf indung ist 

die erf indungsgemafie Zelle dadurch gekennzeichnet , dafi in Abwe- 
senheit des in Anspruch 1 erlauterten Membranrezeptors zumindest 
unter bestimmten Bedingungen ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signal- 
weg in der Zelle nicht aktiviert werden kann, und insbesondere 

25 der Signalweg, zu dessen Aktivierung das Eff ektorprotein oder - 
polypeptid in der Lage ist. So sind im Stand der Technik Zellen 
bekannt, bei denen ein bestimmter ras-Signaltransduktionsweg 
temperaturabhangig aktiv bzw. inaktiv ist. Derartige Zellen kon- 
nen als Ausgangszellen fur eine Expression des erf indungsgemafien 

30 Fusionsproteins oder Membranrezeptors eingesetzt werden. 

Die zumindest unter bestimmten Bedingungen vorliegende Inak« 
tivierung eines ras-Signaltransduktionswegs resultiert aus einem 
zumindest unter den bestimmten Bedingungen nicht funktionsf ahi- 
gen Ras -Protein und/oder Guaninnukleotid-Austauschf aktor . Die 

35 Inaktivierung kann auf Genmutation oder vollstandiger oder teil- 
weiser Gendeletion beruhen. Beispielsweise kann ein zelleigenes 
Ras -Protein inaktiviert werden, wenn dessen Membranlokalisie- 
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rungssignal, in der Regel ein Farnesylierungssignal, deletiert 
wird. Gleiche Wirkung hatte eine Mutation in diesem Membranloka- 
lisierungssignal, welche bewirkt, dafi keine Bindung des Ras- 
Proteins an zellulare Membranen mehr erfolgen kann. Ein Beispiel 
fur eine Zelle mit einem temperaturabhangig defekten Guaninnu- 
kleotid-Austauschfaktor ist der Saccharomyces cerevisiae- 
Hefestamm cdc25-2 (Broder et al., 1998). Bei diesem Stamm ist 
der Guaninnukleotid-Austauschfaktor bei einer restriktiven Tem- 
peratur von 33 bis 37 °C, typischerweise 36°C, nicht mehr aktiv, 
jedoch bei einer Temperatur von beispielsweise 25 °C voll funkti- 
onsfahig. Da der Guaninnukleotid-Austauschf aktor in diesem He- 
festamm mit einem Ras-Protein zusammenwirkt , das einen auf den 
Zellzyklus einwirkenden und daher fur das Zellwachstum essenzi- 
ellen ras- Signal -transduktionsweg steuert, ist bei einer re- 
striktiven Temperatur keine Vermehrung der Zellen des Hefestamms 
mehr f estzustellen. 

In analoger Weise zu Hefestammen mit einer temperatursensi- 
tiven Mutation eines hefeeigenen SOS-Proteins (CDC25-2) kann 
auch ein Hefestamm mit einer temperatursenstiven Mutation eines 
hefeeigenen Ras-Proteins eingesetzt werden. 

Alternativ kann fur die Herstellung der erf indungsgemaSen 
Zellen aber auch eine Zelle, z.B. Hefezelle oder Saugetierzelle, 
verwendet werden, die zwar in der Lage ist, ein wildtypisches 
oder mutiertes, aber aktives CDC25/S0S-Protein oder Ras-Protein 
zu exprimieren, in der jedoch das dieses aktive CDC25/SOS- 
Protein oder Ras-Protein kodierende Gen unter der Kontrolle ei- 
nes induzierbaren Promoters steht, durch welchen die Expression 
des Gens uber die Wahl bestimmter Kulturbedingungen gezielt an- 
oder abgeschaltet werden kann, Beispiele fur in diesem Zusammen- 
hang einsetzbare induzierbare Promotoren sind der Galactose- 
Promotor oder Teile davon aus Hefe oder anderen Organismen. Dem 
Fachmann ist eine Vielzahl von hierzu geeigneten, induzierbaren 
Promotoren aus den unterschiedlichsten Organismen bekannt. Es 
konnen auch hybride Promotoren mit geeigneter Induzierbarkeit 
eingesetzt werden. 

Exprimiert die erf indungsgemafie Zelle ein aktives CDC25/S0S- 
Protein oder ein aktives Ras-Protein, so kann in einer weiteren 
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bevorzugten Ausfuhrungsf orm der Erfindung das CDC25/SOS- oder 
Ras-Protein zusatzlich eine Modif izierung enthalten, durch die 
das Protein in der Zelle beschleunigt degradiert wird. Diese Mo- 
difizierung kann beispielsweise ein Ubiqui tin -Signal oder ein 

5 sonstiges Signal sein, welches fiir den bevorzugten Abbau eines 
derartig modif izierten Proteins in der Zelle sorgt. Der Vorteil 
der Expression eines derartig modif izierten Proteins wahrend ei- 
ner Induktion des Promotors liegt darin, dafi nach „Abschalten" 
des Promotors, d.h. nach Vorsehen von Kulturbedingungen, bei de- 

10 nen der Promotor nicht induziert ist und dement sprechend keine 
Transkription des CDC25/SOS- oder Ras-Gens mehr erfolgt, das 
noch zu Zeiten der Induktion des Promotors produzierte 
CDC25/S0S- oder Ras-Protein beschleunigt abgebaut wird. Dement - 
sprechend wird bereits kurze Zeit nach „Abschalten u des Promo- 

15 tors kein derartiges aktives CDC25/SOS- oder Ras-Protein in der 
Zelle mehr nachzuweisen sein. In der bevorzugten Situation, wo 
der Mediatorabschnitt des erf indungsgemafi untersuchten Membran- 
rezeptors in der Lage ist, fiber seine Einwirkung auf das Effek- 
torprotein oder -polypeptid eben den durch das vorstehend ange- 

20 sprochene aktive CDC25/SOS- oder Ras-Protein aktivierten Signal- 
weg zu aktivieren, ist es somit moglich, bisreits kurze Zeit nach 
Wechsel der Kulturbedingungen zur Abschaltung des Promotors die 
Aktivierung dieses Signalwegs ausschliefilich aufgrund der Wir- 
kungen des erf indungsgemafi untersuchten Membranrezeptors zu mes- 

25 sen, was einen betrachtlichen Zeitvorteil bedeuten kann. Zudem 
kann auf diese Weise das Hintergrundsignal aufgrund einer mogli- 
cherweise noch oder nach wie vor in geringem Umfang vorliegenden 
Aktivierung des Signalwegs, die nicht auf den erf indungsgemafi 
untersuchten Membranrezeptor zuriickzufuhren ist, signifikant 

30 verringert werden. 

Beruht die Inaktivierung oder Inaktivierbarkeit des zellei- 
genen ras-Signaltransduktionswegs auf einem Defekt oder Fehlen 
eines Guaninnukleotid-Austauschfaktors, so kann in dem bevorzug- 
35 ten Falle, wo das Ef fektorprotein oder -polypeptid eben diesen 
ras-Signaltransduktionsweg aktivieren kann, dieses Ef fektorpro- 
tein oder -polypeptid die Aktivitat eines funktionellen Guanin- 
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nukleotid-Austauschfaktors oder eines aktiven, insbesondere kon- 
stitutiv aktiven Ras -Proteins aufweisen, welcher bzw. welches 
den inaktiven ras- Signal transduktionsweg aktivieren kann. Wird 
ein Ef fektorprotein oder -polypeptid mit einer Aktivitat eines 

5 nicht konstitutiv aktiven Ras-Proteins eingesetzt, so wird es 
sinnvollerweise die folgenden Eigenschaf ten aufweisen: 

es benotigt eine Aktivierung durch einen andersartigen Gua- 
ninnukleotid-Austauschf aktor, der mit dem zelleigenen Ras- 
Protein des inaktiven ras -Signal transduktionsweg nicht funktio- 

10 nal wechselwirken kann. Gegebenenf alls kann dieser spezifisch 

geeignete Guaninnukleotid-Austauschf aktor als heterologer Faktor 
in der erf indungsgemafien Zelle oder Assay- Zelle koexprimiert 
we r den. 

1st die Inaktivierung oder Inaktivierbarkeit des zelleigenen 

15 ras-Signalwegs auf einen Defekt oder ein Fehlen eines zelleige- 
nen Ras-Proteins zuruckzufiihren, so wird in dem bevorzugten Fal- 
le, wo das Ef fektorprotein oder -polypeptid eben diesen ras- 
Signalweg aktivieren kann, dieses die Aktivitat eines aktiven, 
insbesondere konstitutiv aktiven Ras-Proteins aufweisen. Weist 

20 das Ef fektorprotein oder -polypeptid die Aktivitat eines nicht - 
konstitutiv aktiven Ras-Proteins auf, so erfolgt deren Aktivie- 
rung bevorzugt durch einen zelleigenen Guaninnukleotid- 
Austauschf aktor , kann jedoch alternativ hierzu auch einen in der 
Zelle kozuexprimierenden heterologen Guaninnukleotid-Austausch- 

25 faktor benotigen. 

Die fur die Herstellung der erf indungsgemaSe Zellen erfor- 
derlichen molekularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vek- 
torkonstruktion, Transformation oder Transf ektion, Selektionie- 
rung transf ormierter bzw. transf izierter Zellen und Ziichtung der 

30 transformierten bzw. transf izierten Zellen u.s.w., sind dem 
Fachmann wohlbekannt und es existieren viele allgemeine Proto- 
kolle daftir, die gegebenenf alls allenfalls geringfiigig angepafit 
werden mussen, siehe z.B. Sambrook, J . , Fritsch, E.F., Maniatis, 
T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in Molecular Biology (1991) 

35 sowie zahlreiche Protokolle, die speziell fur einen bestimmten 
Zelltyp erstellt wurden. Die Expression von beispielsweise he- 
terologen Proteinen und Fusionsproteinen kann dabei, wie er- 
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wahnt, ausgehend von einem innerhalb eines Episoms, insbesondere 
Plasmides enthaltenen, extrachromosomal vorliegenden Gen wie 
auch ausgehend von einem in das Genom der Ausgangszelle inte- 
grierten Gen erfolgen. Fxir die Erzeugung von Zellen, bei denen 

5 ein bestimmter ras-Signaltransduktionsweg auf Ebene des Ras- 

Proteins und/oder eines Guaninnukleotid-Austauschf aktors inakti- 
viert ist, und insbesondere zur gezielten Geninaktivierung, wel- 
che auch in anderem Zusammenhang bei bestimmten Assay-Konstella- 
tionen erforderlich werden kann, stehen dem Fachmann diverse 

10 Techniken, beispielsweise durch "antisense" -Strategies oder zur 
gezielten Einfflhrung von Mutationen oder Deletionen in die je- 
weiligen Gene bzw. zugehorigen Genomabschnitte zur Verfiigung. 
Insbesondere gibt es diverse bekannte Moglichkeiten zur Herstel- 
lung von Zellmutanten, in denen die Transkription der Gene z.B. 

15 fur das Ras-Protein oder einen Guaninnukleotid-Austauschf aktor 
gezielt unter bestimmten Bedingungen, z.B. temperaturabhangig, 
inaktiviert werden kann. Hierzu enthalten diese Zellen diese Ge- 
ne insbesondere in Verkmipfung mit Promotoren, die unter be- 
stimmten Bedingungen, wie ab einer bestimmten Temperatur, inak- 

20 tiv werden. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform der Erfindung sind die 
erf indungsgemafien Zellen und Assayzellen auf einem festen Trager 
aufgebracht. Als geeignete Tragersubstarizen sind im Stand der 
Technik insbesondere Polysaccharide, z.B. Agarose, spezielle 

25 Kunststoffe, wie Polyacryl amide , Polystyrol, Polyvinylalkohol, 
Silikone, oder auch bestimmte Glasqualitaten bekannt. Der Trager 
kann hier in Form diskreter Teilchen, z.B. Kiigelchen, oder als 
im wesent lichen plattenf ormiges Substrat, z.B. in Form einer Mi- 
krotiterplatte, vorliegen. Der Bedeckung des Tragers mit den 

30 Zellen kann vollstandig sein, wie dies in der Regel z.B. bei 
Tragerkugelchen der Fall ist, oder auch nur auf Teilen oder Ab- 
schnitten desselben vorliegen, wie z.B. nur in den Vertief ungen 
einer Mikrotiterplatte. In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm 
sind die erf indungsgemafien Zellen auf sogenannten Biochips immo- 

35 bilisiert (Wolf et al. 1997 und 1998). Auf festen Trager und 

insbesondere Biochips immobilisiert , werden die Zellen in dieser 
Form vor allem in High-Throughput -Verfahren zum Nachweisen und 
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Messen von Membranrezeptor- Liganden- Interaktionen eingesetzt. 
Methoden zur Immobilisierung der Zellen auf diesen Tragern sind 
dem Fachraann bekannt. In Abhangigkeit von dem gewahlten Trager- 
typ ist es moglich, dafi die Zellen ohne weitere Mafinahmen an den 
Trager binden. In diesem Falle wird die feste Tragerphase mit 
einer im wesentlichen homogenen Population von Zellen inkubiert, 
wobei diese sich in der Folge an die feste Phase anheften. Al- 
ternativ kann die Immobilisierung beispielsweise auch mittels 
chemischer Reagenzien, wie Glutaraldehyd, Formalin u.s.w., er- 
folgen. Derartige MaSnahmen sind dem Fachmann bekannt. 

Die erfindungsgemaSen Zellen und Fusionsproteine sind die 
Grundlage einer Reihe von in vivo- Assayverf ahren, die ebenfalls 
Gegenstand dieser Erfindung sind. 

Die unter Nutzung der ersten Variante, d.h. nur bei Ligan- 
denbindnng an den Ligandenbindungsabschnitt des erf indungsgemafi 
untersuchten Membranrezeptors moglicher Ef f ektorprotein- bzw. - 
polypeptidtranslokation an die Zellmembran, realisierbaren, im 
folgenden naher erlauterten Assayverf ahren konnen u,a. dazu ge- 
nutzt werden, 

1. die Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur einen Rezeptor 
zu bestimmen, und in diesem Falle insbesondere Massenscreens 
mit Ligandenderivaten durchzufuhren, urn zu testen, welche 
Derivate in der Lage sind, an den wildtypischen Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Rezeptors zu binden, 

2. die Anwesenheit eines bestimmten Liganden in einer Probe zu 
detektieren, 

3. die Konzentration eines solchen Liganden in einer Probe zu 
bestimmen, 

4. nachzuweisen, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bin- 
dungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitt s eines Re- 
zeptors gegenuber einem Liganden zu verandern, also als Ago- 
nist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, und in diesem 
Falle insbesondere Massenscreens zum Auff inden solcher Ago- 
nisten- oder Antagonistenverbindungen auszufiihren; und 

5. die Ligandenbindungsfunktion eines Polypeptids oder Pro- 
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teins, bei denen eine solche Funktion. vermutet wird, fiir Li- 
ganden bestimmter Rezeptoren nachzuweisen; bei den Polypep- 
tiden oder Proteinen kann es sich insbesondere urn durch Mu- 
tation von naturlichen Rezeptoren abgeleitete neuartige Li- 

5 gandenbindungsabschnitte von Rezeptoren handeln, deren Li- 

gandenbindungsfunktion noch bestatigt werden mufi; in diesem 
Zusammenhang konnen insbesondere Massenscreens mit derarti- 
gen neuartigen, mutierten Ligandenbindungsabschnitten, die 
beispielsweise in Form einer Rezeptormutantenbibliothek, die 

10 insbesondere Rezeptormutanten mit zuf allsbedingt lokalisier- 

ten Mutationen im Ligandenbindungsabschnitt enthalt, durch- 
gefiihrt werden, um neue kiinstliche, funktionelle Ligan- 
den-Rezeptor- Partner zu finden. 

Ein erster Assay dient der Bestimmung der Eignung einer 

15 Testsubstanz als Ligand fiir einen Rezeptor- oder, synonym, Li- 
gandenbindungsabschnitt eines Rezeptors und umfafit die folgenden 
Schritte : 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit erf indungsgemafien Zel- 
len unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors 

20 ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht akti- 
viert werden kann, wobei der in den Zellen enthaltene Membranre- 
zeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das 
Effektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung eines Liganden an den Liganden- 

25 bindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage 
ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivie- 
ren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

30 Ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
wegs zeigt dabei die Bindungsfahigkeit der Testsubstanz an den 
Ligandenbindungsabschnitt an. 

Ein weiterer in vivo-Assay ermoglicht den Nachweis der Anwe- 
35 senheit eines Liganden fiir einen Ligandenbindungsabschnitt eines 
Rezeptors in einer Probe, die diesen moglicherweise enthalt, und 
ist durch die folgenden Schritte gekennzeichnet : 
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(a) Inkontaktbringen der Probe mit erf indungsgemaSen Zellen un- 
ter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Merabranrezeptors ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in der Zelle nicht aktiviert 
werden kann, wobei der in den Zellen enthaltene Membranrezeptor 
den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effek- 
torprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankom- 
ponente von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungs- 
abschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, 
den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

Analog zu dem erstgenannten Assay zeigt ein Nachweis der Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs die Anwesenheit 
eines Liganden fur den Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors 
in der Probe an. 

Als bevorzugte Ras- oder Ras-ahnliche Signalwege, im Folgen- 
den alternativ auch nur als Ras-Signalwege bezeichnet, werden in 
diesem zusammenhang, wie erlautert, Signalwege angesehen, die 
auf den Zellzyklus einwirken und deren Aktivierung fur die Zell- 
vermehrung essenziell ist. Alternative und ebenso bevorzugte 
ras -Signalwege dienen der Aktivierung von Transkriptionsf aktoren 
fur Gene, die fur die Zellvermehrung nicht essenziell sein tmis- 
sen. 

Der Nachweis der Ras -Signalwegs aktivierung erfolgt bei den 
erf indungsgemaSen Assays somit bevorzugt indirekt, d.h. uber 
phanotypische Anderungen, hier insbesondere Zellvermehrung oder 
Gen- bzw. Report ergenaktivit at , in den Zellen. 

Werden dement sprechend fur die Assays Zellen eingesetzt, bei 
denen der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche ein Signalweg ist, der 
auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zell- 
vermehrung essenziell ist, umfassen die vorstehend erlauterten 
Schritte (b) , zu untersuchen, ob die Zellen unter den genannten 
Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei ein Nachweis der Ver- 
mehrungsfahigkeit der Zellen die Bindungsf ahigkeit der Testsub- 
stanz an bzw. die Anwesenheit eines Liganden fur den Liganden- 
bindungsabschnitt des Membranrezeptors in der Probe anzeigt. 
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Setzt man fur die Assays alternativ Zellen ein, bei denen 
der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg ist f 
der auf die Aktivitat eines Transkriptionsf aktors fur ein Gen, 
das fiir die Zellvermehrung nicht notwendigerweise essenziell 

5 ist, einwirkt, so kann bei gleichzeitigem Vorliegen eines Kon- 
strukts, umfassend eine Bindungsstelle fur den Transkriptions- 
faktor,. einen damit zusammenwirkenden Minimalpromotor und ein 
unter Kontrolle des Minimalpromotors stehendes Gen fiir ein Re- 
porterprotein, der Nachweis einer Expression des Reportergens 

10 durch Detektion des Transkriptions- oder Translationsprodukts 
von diesem fur die Feststellung der Aktivierung des ras- 
Signaltransduktionswegs und damit einer erfolgten Ligandenbin- 
dung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors her- 
angezogen werden. Denn nur bei Aktivierung des ras -Signal trans - 

15 duktionsweges kann es zu einer Aktivierung des genannten Tran- 
skriptionsf aktors kommen, welcher in der Folge iiber die Bindung 
an seine Bindungsstelle den Minimalpromotor aktivieren kann und 
damit die Expression des Reportergens ermSglicht. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsform handelt es sich bei dem 

20 Reportergen bzw. -protein urn ein beziiglich der Assayzelle he- 
terologes Gen bzw. Protein, dessen Anwesenheit spezifisch nur 
dann nachgewiesen werden kann, wenn die Expression des syntheti- 
schen Promotor-Reportergen-Konstrukts aufgrund der Aktivierung 
des spezifischen ras-Signalweges und der infolge auftretenden 

25 Aktivierung des spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt. Er- 
folgt der Nachweis nicht als direkter Nachweis des Transkripti- 
ons- oder Translationsprodukts mitt els dafur spezifischer Nu- 
kleinsauresonden oder Antikorper, sondern z.B. iiber die enzyma- 
tische Aktivitat des Translationsprodukts, mufi bei einer Verwen- 

30 dung von Enzyme kodierenden Genen vorab sichergestellt werden, 
dafi die verwendete Assayzelle vor der Transformation oder Trans - 
fektion mit dem synthetischen Promotor-Reportergen-Konstrukt ei- 
ne enzymatische AktivitSt, wie sie das bei Ligandenbindung ex- 
primierte heterologe Enzym ausiibt, nicht enthalt. Entsprechendes 

35 gilt fur die anderen Reporterproteintypen. 

Alternativ kann als Reportergen auch ein beziiglich der As- 
sayzelle homologes Gen eingesetzt werden. Eine Reportergenex- 
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pression infolge der Aktivierung eines Transkriptionsf aktors, 
die nur aufgrund der im Assay nachzuweisenden Aktivierung eines 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges in den Zellen erfolgt, wird 
in diesem Falle zu einer Erhohung der in den Zellen vorliegenden 
Mengen an Transkriptionsprodukt des Reportergens und gegebenen- 
falls auch einer erhohten Menge an Translationsprodukt des Re- 
portergens fiihren, welche anhand von Vergleichsversuchen ohne 
Einsatz von Ligand, z.B. mittels Northern-Blotting oder Western- 
Blotting, ermittelt werden konnen. 

Bei Wahl dieser beiden letztgenannten Alternativen ist die 
Kenntnis des jeweiligen durch den gewahlten ras -Signal transduk- 
tionsweg aktivierten Transkriptionsf aktors sowie des mit diesem 
Transkriptionsfaktor zusammenwirkenden Promotorabschnitts bzw. 
von dessen Sequenz erf orderlich. Urn diese Assayvariante zu er- 
moglichen, wird die Assayzelle mit einem Konstrukt, umfassend 
den Promoter in funktionaler Verkniipfung mit dem Report ergen, 
transformiert bzw. transf iziert , was gegebenenf alls im Wege der 
Cot rans format ion oder Cotransf ektion zusammen mit einem oder 
mehreren Konstrukt (en) , die Gene fur weitere Komponenten des As- 
saysystems, z.B. den Membranrezeptor, enthalten, erfolgen kann. 

Wie erwahnt, konnen diese Konstrukte nach Transformation 
oder Transfektion einer Ausgangszelle chromosomal oder ex- 
trachromosomal, d.h. als Bestandteil eines Episoms, z.B. Plas- 
mids, in der Assayzelle vorliegen. 

Gegenwartig sind bereits eine Reihe von ras -Signal trans - 
duktionswegen z.B. in unterschiedlichen eukaryotischen Organis- 
men vollstandig auch beziiglich der dadurch aktivierten Tran- 
skriptionsf aktoren und den damit zusammenwirkenden Promotorbe- 
reichen erforscht. Somit steht dem Fachmann fur eine diesbeziig- 
liche Auswahl eine Reihe von Moglichkeiten zur Verfugung. 

In einer bevorzugten Ausfiihrungsf orm der Erfindung umfafit 
das Reporterprotein eine Modif izierung, durch die das Protein in 
der Zelle beschleunigt abgebaut oder degradiert wird. Diese Mo- 
dif izierung kann beispielsweise ein Ubiquitinsignal oder sonsti- 
ges Signal sein, welches fiir den Abbau eines derartig modifi- 
zierten Proteins sorgt. Der Vorteil der Verwendung eines Repor- 
terproteins, das in einer Assayzelle beschleunigt abgebaut wird, 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCTYEP99/10460 

- 43 - 

ist angesichts der Tatsache, dafi unter den Assay-Bedingungen 
auch ohne Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs 
durch den Membranrezeptor in der Assayzelle nahezu stets eine 
geringe Hintergrund-Expression des Reportergenkonstrukts nachzu- 

5 weisen sein wird, of f ensichtlich: durch den beschleunigten Abbau 
des Reporterproteins wird das aus dieser Hintergrund-Expression 
result ierende Signal bei Detektion auf Proteinebene, d.h. des 
Reporterproteins, signifikant verringert, da es zu keiner Akku- 
mulation von Reporterprotein iiber die Zeit kommt. Wird jedoch 

10 die Expression des Reporterproteins durch Ligandenbindung an den 
Membranrezeptor und daraus resultierende Aktivierung eines Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalwegs spezifisch aktiviert, kann auf- 
grund des geringen Hintergrundsignals eine eindeutige Detektion 
erfolgen. Da die Halbwertszeit des Reporterproteins in der As- 

15 sayzelle stets ausreichend lang sein wird, wird der Nachweis des 
infolge der Ligandenbindung an den Membranrezeptor produzierten 
Reporterproteins durch den beschleunigten Abbau desselben in 
keiner Weise beeintrachtigt werden. 

Die filr die Herstellung von Transformations- oder Expressi- 

20 onsvektoren, die das Reportergen in funktionaler Verkniipfung mit 
einem geeigneten spezifischen Promotor enthalten, sowie die 
Transformation oder Transfektion von Zellen erf orderlichen mole- 
kularbiologischen Techniken, z.B. Klonierung, Vektorkonstruktion 
u.s.w., sind dem Pachmann wohlbekannt und es existieren zahlrei- 

25 che allgemeine Protokolle dafur, die gegebenenf alls allenfalls 
einer geringfugigen Anpassung bediirf en . (siehe z.B. Sambrook, J., 
Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), a.a.O.; Current Protocols in 
Molecular Biology (1991)). Auch die Erganzung bzw. Fusion eines 
Reportergens mit einem Sequenzabschnitt , der einen Signalab- 

30 schnitt kodiert, welcher einen beschleunigten Abbau des expri- 
mierten Reporterproteins bewirkt, z.B. ein Ubiquit in- Signal, 
liegt ohne weiteres im Vermogen eines Fachmanns. 

Als hier einsetzbare Reportergene sind dem Fachmann zahlrei- 
che Gene bekannt, die Proteine kodieren, die einem einfachen und 

35 schnellen Nachweis zuganglich sind. Beispiele hierfiir sind Gene, 
die enzymatisch aktive Proteine, z.B. p-Galactosidase, fluores- 
zierende Proteine, z.B. GFP ("green fluorescence protein") oder 
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chemolumineszierende Proteine kodieren. Eine weitere Moglichkeit 
besteht in Genen, die Proteine kodieren, die mittels spezifi- 
scher Antikorper nachgewiesen werden konnen. Hierbei tragt dann 
der Antikorper eine nachweisbare Markierung Oder kann seiner- 
seits durch einen sekundaren, markierten Antikorper nachgewiesen 
werden. Derartige Moglichkeiten sind im Stand der Technik wohl- 
bekannt. Wie bereits vorstehend erlautert, ist neben dem Erf or - 
dernis der Nachweisbarkeit allein essenziell, daS das in der 
Zelle nachzuweisende Ereignis, z.B. enzymatische Aktivitat, An- 
tikorperbindung, Fluoreszenz, Chemolumineszenz, in Abwesenheit 
des Konstrukts mit dem Gen fur das Report erprote in nicht nach- 
weisbar ist. 

Alternativ kann die Transkription des Reportergens anhand 
der gebildeten inRNA mittels dafiir spezif ischer Sonden durch 
Northern- Blotting nachgewiesen werden. 

Ein weiterer in vivo-Assay erlaubt die quantitative Bestim- 
mung der Konzentration eines Liganden fur einen Ligandenbin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors in einer Probe, die diesen ent- 
halt, gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit erf indungsge- 
mafien Zellen unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Mem- 
branrezeptors ein Ras- Oder Ras-ahnlicher Signalweg in der Zelle 
nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den ge- 
nannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg 
zu aktivieren, 

(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafies der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges auf direktem oder indirektem 
Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
Vergleich des ermittelten Aktivierungsausmafies mit entsprechen- 
den Werten, die fiir bekannte Standardkonzentrationen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 
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Verwendet man fur den quant itativen Nachweis des Schrittes 
(b) Zellen, bei denen der zumindest unter bestimmten Bedingungen 
inaktive ras -Signaltransdukt ions weg ein Signalweg ist, der auf 
den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellver- 

5 mehrung essenziell ist, erfolgt dieser auf einfache Weise, indem 
die Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt Oder 
die Vermehrungsrate der Zellen unter den genannten Bedingungen 
bestimmt wird. Die erhaltenen Daten werden dann mit anhand von 
Standardpraparationen bekannter Konzentration erhaltenen Daten 

10 verglichen und die Konzentration der Probe rechnerisch ermit- 
telt. 

Alternativ kann auch hier der quantitative Nachweis des Aus- 
mafies der ras-Signalwegsaktivierung anhand des Ausmafies der Ex- 
pression eines bevorzugt zu der Zelle heterologen Reportergens 

15 in der Zelle erfolgen. Wie vorstehend erlautert, kann dessen Ex- 
pression nur aufgrund der infolge der Aktivierung des sich an 
ein Ras- Protein anschliefienden Signalwegs bewirkten Aktivierung 
eines spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgen. Bevorzugt er- 
folgt der Assay bei dieser Nachweisvariante unter Bedingungen, 

20 die eine Zellvermehrung ausschlieSen, beispielsweise durch Ver- 
wendung der cdc25-2-Hef emutante bei restriktiven Temperaturen, 
so dafi die transkribierte Menge an Transkriptionsprodukt des Re- 
portergens Oder die exprimierte Menge an Reporterprotein zu ei- 
nem bestimmten Zeitpunkt Oder alternativ die Expressionsrate 

25 diesea Reportergens bzw. -proteins bei im wesent lichen gleich- 
bleibender Zellzahl bestimmt werden kann. Jedoch kann die quan- 
titative Bestimmung auch unter Prolif erationsbedingungen erfol- 
gen, wenn gleichzeitig fort lauf end Oder in bestimmten Zeitab- 
standen die Zellzahl bestimmt wird und die ermittelten Werte fur 

30 die Reportergenexpression in Werte pro Einheitswert der Zellzahl 
umgerechnet werden. 

Alternativ kann auch hier ein quantitativer Nachweis iiber 
die Expression eines zu der Wirtszelle homologen Reportergens 
erfolgen, wobei hier die jeweils beobachtbare Zunahme der Ex- 

35 pression des Reportergens gegeniiber dem in Zellen ohne Aktivie- 
rung des ras -Signalwegs vorliegenden Expressionsniveau fur die 
Ermittlung des Ergebnisses oder Werts aus jedem Einzeltest, der 
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dann zur Ermittlung des Gesamtergebnisses, der Ligandenkonzen- 
tration, mit den Werten der ubrigen Tests verglichen wird, her- 
angezogen wird. 

Ein weiterer alternativer in vivo-Assay ermoglicht den Nach- 
weis, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bindungsaktivitat 
eines Ligandenbindungsabschnitts eines Rezeptors gegenuber einem 
Liganden zu verandern, also als Agonist, Antagonist oder Inhibi- 
tor zu wirken. Dieser Assay ist durch die folgenden Schritte ge- 
kennzeichnet : 

(a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit erfindungsgemafien Zellen unter Bedingungen, bei denen bei 
Fehlen des Membranrezeptors ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signal - 
weg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, wobei der Mem- 
branrezeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und 
das Ef fektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine 
Membrankomponente von der Bindung eines Liganden an den Ligan- 
denbindungsabschnitt des Membranrezeptors definiert, abhangig 
ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafi eine 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) 
mit einem Untersuchungsergebnis , das bei Ausfuhren des Assay in 
Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

Dabei zeigt eine verstarkte Aktivierung des Ras-oder Ras- 
ahnlichen Signaltransduktionsweges in Anwesenheit der Verbindung 
eine Agonistenfunktion dieser Verbindung, eine verringerte oder 
gegebenenfalls auch vollstandig fehlende Aktivierung dagegen ei- 
ne Antagonisten- oder Inhibitorfunktion der Verbindung an. 

Schritt (a) kann dabei umfassen, die Verbindung vor dem Li- 
ganden den Zellen zuzusetzen, wobei gegebenenfalls eine Vorinku- 
bation der Verbindung mit den Zellen vorgenommen werden kann, 
die Verbindung separat, aber gleichzeitig mit dem Liganden den 
Assayzellen zuzusetzen oder die Verbindung vorab mit dem Ligan- 
den zu mischen und gegebenenfalls eine Vorinkubation der beiden 
Verbindungen durchzufiihren und erst dann die Mischung den Assay- 
zellen zuzusetzen. 
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Handelt es sich bei der Verbindung urn ein Peptid, Polypeptid 
oder Protein, so kann die Verbindung auch durch Expression eines 
dafiir kodierenden Gens innerhalb der Zelle selbst hergestellt 
werden. Zu diesem Zweck konnen die Zellen mit einem Expressions - 

5 vektor, der ein solches Gen enthalt, transf ormiert oder transfi- 
ziert werden. Die hierfiir erf orderlichen Mittel und Methoden 
sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Wird die auf ihre Agonisten- oder Antagonistenwirkung zu te- 
stende Verbindung in der Assayzelle exprimiert, so erfolgt die 

10 Expression des dafiir kodierenden Gens vorzugsweise unter Kon- 
trolle eines konstitutiv aktiven Promotors sowie unter Verwen- 
dung von Zellen, in denen der Ras- oder Ras-ahnliche Signal - 
transduktionsweg nur unter den speziellen Assaybedingungen inak- 
tiviert wird. Ein solches System ermoglicht es, auszuschliefien, 

15 dafi allein die Expression der Verbindung in der Zelle Verande- 
rungen hervorruft, die das Ergebnis des Assay verfalschen konn- 
ten. Fiir diesen Ausschlufi ist erf orderlich, die Aktivitat des 
unter restriktiven Bedingungen inaktivierten zelleigenen ras- 
Signaltransduktionsweges unter nicht- restriktiven Bedingungen 

20 und in Abwesenheit von Ligand nachzuweisen. Wird unter nicht - 
restriktiven Bedingungen und in Abwesenheit von Ligand gearbei- 
tet, liegt der Membranrezeptor in einem inaktiven Zustand vor, 
so dafi die nachweisbare Aktivierung des ras-Signaltransduktions- 
weges anzeigt, dafi das Expressionsprodukt mit keiner Komponente 

25 des Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionswegs, und insbe- 
sondere nicht mit dem dafiir spezifischen Ras -Protein oder Gua- 
ninnukleotid-Austauschfaktor, interf eriert . Auf diese Weise kann 
ausgeschlossen oder die Wahrscheinlichkeit minimiert werden, dafi 
das Expressionsprodukt anstatt mit dem Ligandenbindungsabschnitt 

30 des Membranrezeptors mit dem Ef f ektorprotein oder einem fur die 
Bindung des Ef f ektorproteins an die Membrankomponente erforder- 
lichen Adaptorprotein wechselwirkt , so dafi deren Fahigkeit zur 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionsweges 
beseitigt wird. 

35 Ein entsprechender Test auf Aktivierung des jeweiligen Ras- 

oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionswegs unter nicht- 
restriktiven Bedingungen, in Anwesenheit der Verbindung und in 
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Abwesenheit von Ligand wird analog bei einer Verbindung, die den 
Assay2ellen von aufien zugesetzt wird, vorgenommen. 

Handelt es sich bei dem unter den Assaybedingungen inakti- 
vierbaren Ras- oder Ras-ahnlichen Signaltransduktionsweg urn ei- 
nen, dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, 
so wird unter nicht-restriktiven Bedingungen einfach die normale 
Vermehrbarkeit der Zellen sichergestellt . Erfolgt der Nachweis 
unter Nutzung einer Reportergenaktivitat , so ist ein Nachweis 
dieser Reportergenaktivitat unter nicht-restriktiven Bedingungen 
erforderlich. 

Fiir den Nachweis unter den restriktiven Bedingungen des As- 
say in Schritt (b) besteht ebenfalls beispielsweise die Moglich- 
keit, die Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalweges liber die gegebenenf alls erfolgende Expression eines 
zu den Zellen heterologen Reportergens , die nur aufgrund der in- 
folge der Aktivierung des sich an ein Ras-Protein anschliefienden 
Signalweges erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Tran- 
skriptionsfaktors erfolgt, nachzuweisen. Der bei Nachweis von 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgende 
Nachweis des Ausmafies dieser Aktivierung, kann eine quantitative 
Bestimmung umfassen, bei welcher die in den Zellen vorliegende 
Menge an Transkriptions- oder Translationsprodukt (Reporterpro- 
tein) des Reportergens zu einem bestimmten Zeitpunkt oder die 
Transkriptionsrate des Reportergens oder die Expressionsrate des 
Reporterproteins unter den genannten Bedingungen bestimmt wird. 

Alternativ kann auch nur eine Analyse von Aliquots, d.h. 
gleichen Volumina der bis auf den Zusatz der Verbindung iden- 
tisch erzeugten und behandelten Assaylosungen, bevorzugt unter 
Sicherstellen gleicher oder im wesentlichen gleicher Zellzahlen 
in diesen Aliquots, vorgenommen werden. In diesem Falle erfolgt 
keine absolute Quant if izierung des Express ionsniveaus des Repor- 
tergens, sondern es wird nur ein relativer Vergleich der Expres- 
sionsniveaus in beiden Assays ermoglicht. 

In dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in 
Anwesenheit der Verbindung eine starkere Expression des Repor- 
tergens auftritt, ist eine Agonistenwirkung der Verbindung und 
in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in An- 
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wesenheit der Verbindung eine geringere Expression des Reporter - 
gens auftritt, eine Antagonistenwirkung der Verbindung anzuneh- 
men. Wie der vorstehend beschriebene quantitative Assay wird 
auch dieser Assay bevorzugt unter Bedingungen durchgefiihrt wird, 

5 bei denen keine Vermehrung der Zellen auftritt. 

Alternativ kann das fiir den Nachweis eingesetzte Reportergen 
auch hier zu der Assayzelle homolog sein, wobei hier die jeweils 
beobachtbare Zunahme der Expression, d.h. Transkription und/oder 
Translation, des Reportergens gegeniiber dem in Zellen ohne Akti- 

10 vierung des Ras- Oder Ras-ahnlichen Signalwegs vorliegenden Ex- 
pressionsniveau fiir die Ermittlung des Ergebnisses herangezogen 
wird. 

Werden fiir den Assay Zellen eingesetzt, bei denen der inak- 
tive, sich an ein Ras-Protein anschliefiende Signalweg ein 

15 Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Akti- 
vierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, umfafit Schritt 
(b) , zu untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafi die 
Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind. In 
dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwe- 

20 senheit der Verbindung eine starkere Zellvermehrung auftritt, 
ist auf eine Agonistenwirkung der Verbindung und in dem Falle, 
wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der 
Verbindung eine geringere Zellvermehrung auftritt, auf eine Ant- 
agonistenwirkung der Verbindung zu schliefien. 

25 Wie samtliche Assays im Rahmen dieser Erfindung eignet sich 

auch dieser Assay insbesondere fiir ein Massenscreening, hier auf 
Agonisten- und Antagonistenverbindungen fur Rezeptoren. 

Alternativ kann der Assay auch als zusatzlicher Test zur Be- 
statigung der Ligandenbindungseigenschaf t eines neuen, insbeson- 

30 dere synthetischen Ligandenbindungsabschnitts oder zur Bestati- 
gung der Eignung einer Testsubstanz als Ligand fiir den Liganden- 
bindungsabschnitt herangezogen werden. Liegt eine Ligandenbin- 
dungseigenschaf t des Ligandenbindungsabschnitts vor bzw. besteht 
eine Eignung als Ligand fiir den Ligandenbindungsabschnitt , so 

35 miifite bei Verwendung eines bekannten Agonisten fiir den zum er- 
sten Nachweis der Ligandeneigenschaf t eingesetzten Liganden bzw. 
fiir den Ligandenbindungsabschnitt eine verstarkte Aktivierung 
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des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges beobachtet werden, und 
bei Verwendung eines bekannten Antagonisten fiir den Liganden 
bzw. den Ligandenbindungsabschnitt im Gegenzug eine verringerte 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges. 

Ein weiterer alternativer in vivo- Assay ermoglicht den Nach- 
weis, ob ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine Ligandenbin- 
dungs funkt ion eines Rezeptors vermutet wird, diese auch tatsach- 
lich aufweist. Dieser Assay umfaEt die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von erf indungsgemafien Zellen mit dem Ligan- 
den unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors 
ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht akti- 
viert werden kann, wobei der Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors das zu untersuchende Polypeptid oder Protein um- 
fafit oder daraus besteht und wobei das Ef f ektorprotein oder -po- 
lypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bin- 
dung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist. 

Ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weges zeigt an, daS der Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors und dement sprechend das zu untersuchende Polypeptid oder 
Protein eine Ligandenbindungs funkt ion eines Rezeptors aufweist. 

Beispielsweise kann der in den Zellen enthaltene Membranre- 
zeptor einen Ligandenbindungsabschnitt umfassen, der einen von 
einem Ligandenbindungsabschnitt eines natiirlich vorkommenden Re- 
zeptors durch Mutation abgeleiteten Ligandenbindungsabschnitt 
enthalt oder daraus besteht . 

Wie zuvor, kann die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signaltransduktionsweges bei Verwendung von Zellen, bei denen 
der zumindest unter bestimmten Bedingungen inaktive Ras- oder 
Ras-ahnliche Signaltransduktionsweg ein Signalweg ist, der auf 
den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellver- 
mehrung essenziell ist, anhand einer gegebenenf alls erfolgenden 
Zellvermehrung nachgewiesen werden. 
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Alternativ kann der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signaltransduktionsweges auch anhand der gegebe- 
nenfalls f eststellbaren Expression eines Reportergens in den 
Zellen erfolgen. Wie erlautert, erfolgt dessen Expression, wenn 

5 es sich urn ein heterologes Reportergen handelt, nur aufgrund der 
infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges 
erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkriptionsf ak- 
tors. Im Falle eines homologen Reportergens wird auf den Nach- 
weis der Erhohung der Report ergenexpr ess ion, z.B. aufgrund hohe- 

10 rer Mengen an Transkriptions- oder Translationsprodukt , im Ver- 
gleich zu dem Expressionsniveau ohne Aktivierung des spezifi- 
schen Ras-Signaltransduktionswegs abgestellt. 

Die unter Nutzung der zweiten Variante, d.h. nur bei feh- 
15 lender Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des er- 
f indungsgemafi untersuchten Metnbranrezeptors moglicher Effektor- 
protein- bzw. -polypeptidtranslokation an die Zellmembran, rea- 
lisierbaren, im folgenden naher erlauterten Assayverf ahren kon- 
nen u.a. dazu genutzt werden, 
20 1. die Eignung einer Testsubstanz als Ligand fur einen Rezeptor 
zu bestimmen, und in diesem Falle insbesondere Massenscreens 
mit Ligandenderivaten durchzuf Ahren, urn zu testen, welche 
Derivate in der Lage sind, an den wildtypischen Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Rezeptors zu binden, 
25 2. die Anwesenheit eines bestimmten Liganden in einer Probe zu 
detektieren, 

3. nachzuweisen, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine Bin- 
dungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitt s eines Re- 
zeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, also als Ago- 

30 nist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, und in diesem 

Falle insbesondere Massenscreens zum Auf f inden solcher Ago- 
nisten- oder Antagonistenverbindungen auszufiihren; und 

4. die Ligandenbindungsfunktion eines Polypeptids oder Pro- 
teins, bei denen eine solche Funktion vermutet wird, fur Li- 

35 ganden bestimmter Rezeptoren nachzuweisen; auch hier kann es 

sich bei den Polypeptiden oder Prot einen insbesondere urn 
durch Mutation von natiirlichen Rezeptoren abgeleitete neuar- 
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tige Ligandenbindungsabschnitte von Rezeptoren handeln, de- 
ren Ligandenbindungsfunktion noch bestatigt werden mufi; in 
diesem Zusammenhang konnen insbesondere Massenscreens mit 
derartigen neuartigen, mutierten Ligandenbindungsabschnit- 
ten, die beispielsweise in Form einer Rezeptormutantenbi- 
bliothek, die insbesondere Rezeptormutanten mit zufallsbe- 
dingt lokalisierten Mutationen im Ligandenbindungsabschnitt 
enthalt, durchgefiihrt werden, urn neue kiinstliche, funktio- 
nelle Liganden-Rezeptor- Partner zu finden. 

Die vorstehend genannten Assays konnen im wesentlichen 
analog zu den im Vorangehenden erlauterten Assayvarianten unter 
Nutzung der ersten Variante erfolgen, wobei jedoch in diesem 
Falle der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Abwesenheit eines Liganden fiir den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des untersuchten Membranrezeptors in der Assay- 
zelle anzeigt. Die letztgenannten Assays werden demzufolge in 
der Regel zwei Nachweise umfassen, und zwar einen Nachweis in 
Anwesenheit von (potent iellemj Ligand, wobei bei Ligandenbin- 
dungseigenschaft des (potentiellen) Liganden fiir den Liganden- 
bindungsabschnitt des erfindungsgemafi untersuchten Membranre- 
zeptor keine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs 
nachzuweisen sein wird, sowie einen weiteren Nachweis in Abwe- 
senheit des (potentiellen) Liganden, wobei eine derartige Akti- 
vierung regelmafiig nachgewiesen werden wird. 

Bei dem Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage ist, eine 
Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts eines 
Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, also als 
Agonist, Antagonist oder Inhibitor zu wirken, erfolgt der 
Nachweis bei gleichzeitiger Anwesenheit von Ligand und 
Verbindung insbesondere liber 

a) die bei Antagonisten- oder Inhibitorwirkung der Verbindung 
moglicherweise doch nachweisbare Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalwegs, beispielsweise mit anschliefien- 
der Bestimmung der fiir eine vollstandige Inaktivitat des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs erf orderlichen 
Ligandenkonzentration bei einer bestimmten Konzentration 
an Verbindung oder einer Bestimmung der Abhangigkeit der 
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Signalwegs-Aktivierung von der Konzentration an Verbindung 
bei einer bestimmten Ligandenkonzentration; Oder 
b) die bei Agonistenwirkung der Verbindung bereits bei einer 
geringeren Ligandenkonzentration vollstandigen Inaktivitat 
5 des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs; auch hier kann die 

Abhangigkeit der vollstandigen Inaktivitat des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalwegs von der Konzentration der Verbin- 
dung und/oder des Liganden im Einzelnen bestimmt werden. 
Bei dem Nachweis einer Ligandenbindungsf unktion eines Po- 
lo lypeptids oder Proteins, bei denen eine solche Funktion vermu- 
tet wird, fur Liganden bestimmter Rezeptoren erfolgt der Nach- 
weis der Ligandenbindungs funktion analog iiber die Inaktivitat 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in Anwesenheit von Li- 
gand bei Aktivitat dieses Signalwegs in Abwesenheit von Ligand. 

15 

Die Detektion von Rezeptor-Liganden-Interaktionen mittels 
der erf indungsgemafien Assayverf ahren, Zellen und Fusionsprotei- 
ne ist nicht auf eukaryotische Zellen als in vivo-Testsystem 
beschrankt, sondern kann wahlweise auch in prokaryotischen Zel- 

20 len oder auch in zellwandlosen Hefen, sogenannten "ghost" - 
Formen von Hefen erfolgen. 

Je nach eingesetztem Merabranrezeptor und insbesondere je 
nach dem durch den Mediatorabschnitt des Membranrezeptors be- 
dingten Mechanismus, der schliefilich zu einer Translokation des 

25 Ef fektorproteins oder -polypeptids an die Membran fuhrt, kann es 
bei einigen Ausfuhrungs formen der Erfindung, wie bereits weiter 
oben angesprochen, zusatzlich erforderlich werden, in der Assay- 
zelle weitere Voraussetzungen vorzusehen, die sicherstellen, dafi 
das nachweisbare Translokationsereignis ausschliefilich bei Wech- 

30 selwirkung eines Liganden oder, alternativ, bei fehlender Wech- 
selwirkung eines Liganden mit dem Ligandenbindiingsabschnitt die- 
ses Membranrezeptors auftritt. Eine Assoziierung des Ef fektor- 
proteins oder -polypeptids mit membranstandigen Zellkomponenten, 
die (in Abwesenheit des Membranrezeptors und der mit diesem bei 

35 der Signaltransduktion spezifisch und ausschliefilich zusammen- 
wirkenden Zellkomponenten) natiirlicherweise in diesen Zellen 
vorkommen und zwar gleich welchen Aktivierungs- und Modifizie- 
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rungs zustandes # mufi ausgeschlossen sein. Dies setzt voraus, dafi 
alle Komponenten, die an der Trans 1 oka t ion des Ef f ektorproteins 
Oder -polypeptids an die Zellmembran direkt und indirekt betei- 
ligt sind, nur in Folge der Aktivierung des speziell zu testen- 

5 den Membranrezeptors aufgrund der Bindung oder, alternativ, feh- 
lenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt , 
und genauer nur in Folge der durch diese Aktivierung bedingten 
Strukturanderung des Mediatorabschnitts in die Lage versetzt 
werden konnen, die Bindung des Eff ektorproteins oder -polypep- 

10 tids an eine Komponente der Zellmembran zu vermitteln oder zu 
bewirken . 

Soil in einem Test ein in einer Zelle natiirlicherweise vor- 
kommender Membranrezeptor getestet werden, mufi sichergestellt 
werden, dafi in der Zelle der Mediatorabschnitt dieses Membranre- 
15 zeptors nur in Zusammenhang mit diesem vorkommt und dafi die da- 
mit zusammenwirkenden Adaptor- und Vermittlerproteine nur mit 
diesem Mediatorabschnitt oder nur aufgrund einer Aktivierung 
dieses Mediatorabschnitts in einer Weise interagieren konnen, 
dafi es schliefilich zu einer Translokation des Eff ektorproteins 
20 oder -polypeptids an die Zellmembran kommt. 

Alternativ kann eine Zelle als Assayzelle ausgewahlt werden, 
in der alle diese Komponenten vor der Einschleusung der genet i- 
schen Information fiir den Membranrezeptor und die gegebenenf alls 
benotigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Ef f ektorproteine bzw. 
25 -polypeptide natiirlicherweise nicht vorkommen, also zu dieser 
Ausgangszelle heterolog sind und auch keine zelleigenen Kompo- 
nenten gleicher Spezifitat und ggf . Aktivitat, die diese ersetz- 
ten konnten, vorliegen; beziiglich des Membranrezeptors kann dies 
auch nur fiir den Mediatorabschnitt gelt en. Oder es mufi dafiir 
30 Sorge getragen werden, dafi eine Ausgangszelle, die diese Kompo- 
nenten, beziiglich des Membranrezeptors ggf. auch nur den spezi- 
ellen Mediatorabschnitt, in einem ursprunglichen Zustand einmal 
enthielt, diese Komponenten aufgrund von genet ischer oder son- 
stiger Modif izierung vor der Einschleusung der genetischen In- 
35 formation fiir den Membranrezeptor und die gegebenenf alls beno- 
tigten Adaptor-, Vermittler- und/oder Eff ektorproteine bzw. 
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-polypeptide nicht mehr enthalt. Zusammenf assend erlautert, be- 
trifft dies zumindest die folgenden Komponenten: 
den Mediatorabschnitt, 

ggf . die damit zusammenwirkenden Adapt orproteine oder Adap- 
torproteinabschnitte, sofern eine Bindung des Effektorpro- 
teins Oder -polypeptids an diese oder liber diese erfolgt, 
sowie , 

z.B. im Falle der vorliegend erlauterten Alternative l)c), 
ggf. eine Vermittlerkomponente, welche mit dem Mediatorab- 
schnitt des Membranrezeptor raumlich nicht unmittelbar asso- 
ziiert sein mu£, jedoch im Falle einer Ligandenbindung oder, 
alternativ, fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt von diesem aktiviert oder modifiziert wird 
und aufgrunddessen ein sekundares Ereignis an einer weiteren 
Komponente der Zellmembran vermittelt, inf olgedessen sich 
das Effektorprotein oder -polypeptid spezifisch an diese 
Komponente der Zellmembran, die mit dem Mediatorabschnitt 
des Membranrezeptors nicht assoziiert ist, bindet; alterna- 
tiv darf das genannte sekundare Ereignis in der Zelle nur 
bei Ligandenbindung oder, alternativ, fehlender Ligandenbin- 
dung des Ligandenbindungsabschnitts des Membranrezeptors 
vermittelt werden. Es diirfen im letzteren Falle in der Zelle 
also keine Wechselwirkungspartner fur diese Vermittler vor- 
liegen, die eine entsprechende Aktivierungswirkung wie der 
Membranrezeptor auf den oder die Vermittler ausuben konnen. 
Verwendet man folglich ein Zellsystem, in dem der zu testende 
Membranrezeptor natxirlicherweise nicht vorkommt, kann es erf or - 
derlich werden, neben dem Membranrezeptor weitere Proteine in' 
diesem Zellsystem zu exprimieren, und zwar gegebenenf alls insbe- 
sondere Adaptor- und/oder Vermittlerproteine oder -polypeptide. 

Bezuglich der Assaybedingungen sind keine bestimmten allge- 
meinen Vorgaben erforderlich. Im Falle eines Nachweises der ge- 
gebenenf alls erfolgenden Zellvermehrung ist jedoch darauf zu 
achten, dafi das verwendete Medium eine solche grundsatzlich er- 
moglicht. Sofern in den Zellen Gene und/oder Promotoren, wie er- 
lautert, durch Wahl bestimmter Assaybedingungen inaktiviert wer- 
den konnen und im Zuge des Assays auch inaktiviert werden sol- 
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len, sind diese Bedingungen, wie z.B. eine bestimmte restriktive 
Assaytemperatur, bei cdc25-2-Zellen z.B. 33 - 37°C / wahrend des 
Assay einzuhalten. Das gewahlte Reaktionsmedium sollte ferner 
nicht mit der Testverbindung oder dem Liganden, die diesem zuge- 
setzt werden, auf eine Weise wechselwirken, dafi der Assay beein- 
trachtigt wird. 

Als Liganden konnen in samtlichen vorstehend erlauterten As- 
sayverfahren natiirliche vorkommende Substanzen, wie Geruchsstof- 
fe, Geschmacksstoffe, Peptide, Peptidhormone und Proteine, ins- 
besondere Zytokine, Neurotransmitter, nicht -protein- oder -pep- 
tidartige Hormone, insbesondere Steroidhormone, Vit amine, z.B. 
Vitamin D, Thyroxin oder Retinsaure, wie auch in der Natur nicht 
vorkommende Substanzen, z.B. synthetische Derivate naturlicher 
Liganden oder Toxine/Gif tstof f e, wie Dioxin, untersucht bzw. be- 
st immt werden. 

In der Mehrzahl der Falle wird der Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors extrazellular lokalisiert sein. Bei Einsatz 
von Ligandenbindungsabschnitten insbesondere nuklearer Rezepto- 
ren besteht jedoch auch die Moglichkeit, daS diese intrazellular 
lokalisiert sind. Da die Liganden nuklearer Rezeptoren uberwie- 
gend kleine Molekule mit geringer relativer Molekulmasse und von 
iiberwiegend hydrophober Natur darstellen, diffundieren diese oh- 
ne weitere Mafinahmen in die erf indungsgemafien Assayzellen, urn 
dort mit einem intrazellular und unmittelbar an der Zellmembran 
lokalisiert en Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors ei- 
ne Bindung einzugehen. Sofern gewiinscht und/oder erf orderlich, 
konnen die Zellen jedoch vor dem Assay in geeigneter Weise vor- 
behandelt werden, urn die aufiere Zellmembran fur den Durchtritt 
der Testverbindung oder des Liganden durchlassiger zu machen. 
Ein Beispiel hierfiir ist die Herstellung von Zell-"ghosts» durch 
z.B. enzymatische Behandlung der Zellen. Derartige wie auch auf 
andere Weise hergestellte Zell- "ghosts" sowie Zellen mit zur Er- 
hohung der Permeabilitat anderweitig modif izierter Zellwand wer- 
den im vorliegenden Zusammenhang von dem Begriff "Zellen" mit 
umf afit . 

Handelt es sich bei den zu testenden Liganden urn Peptide, 
Polypeptide oder Proteine, so konnen diese auch in der Assayzel- 
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le ausgehend von in die Assayzelle eingeschleusten Nukleinsaure- 
konstrukten, die diese kodieren, exprimiert werden, in einer 
speziellen Variante auch nicht konstitutiv, sondern unter Kon- 
trolle eines induzierbaren Promotors; dabei konnen die Konstruk- 

5 te nach Einschleusen in die Assayzelle chromosomal oder ex- 
trachromosomal, d.h. als Bestandteil eines Episoms, z.B. Plas- 
mids, vorliegen. Das Inkontaktbringen der Assayzelle mit dem Li- 
ganden erfolgt dement sprechend im Falle einer nicht-konstituti- 
ven Expression unter Bedingungen, bei denen die Expression des 

10 zu testenden Liganden in der Zelle induziert wird. Dem Fachmann 
sind zu diesem Zweck eine Vielzahl von induzierbaren Promotoren, 
die beispielsweise durch bestimmte Temperaturen oder chemische 
Verbindungen induzierbar sind, bekannt. Bei Einsatz von Membran- 
rezeptoren mit extrazellular lokalisierter Ligandenbindungsdoma- 

15 ne ist zusatzlich dafiir Sorge zu tragen, dafi in der Assayzelle 
exprimierte Liganden auch aus den Assayzellen in den Extrazellu- 
larraum sezerniert werden. Auch hierfiir sind dem Fachmann diver- 
se Moglichkeiten bekannt. 

Allgemein ist f estzuhalten, dafi bei Hinzusetzen des zu te- 

20 stenden Liganden zu der Assayzelle von aufien alle in dem erfin- 
dungsgemafien Assaysystem zusammenwirkenden Komponenten, d.h. 
insbesondere der zu untersuchende Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, das Ef f ektorprotein- oder -polypeptid, et- 
waige Adaptor- und gegebenenf alls Vermittlerproteine oder -poly- 

25 peptide sowie jegliche Komponenten des spezifisch durch das Ef- 
fektorprotein oder -polypeptid bei dessen Bindung an eine Kompo- 
nente der Membran aktivierten, sich an ein Ras-Protein anschlie- 
fienden Signalwegs, die nur an diesem spezifischen Signalweg be- 
teiligt sind, in der Assayzelle konstitutiv exprimiert werden 

30 konnen. Bei einer Expression des zu testenden Liganden in der 
Assayzelle konnen bei der ersten Variante, in welcher eine Ef- 
fektorprotein- oder -polypeptidtranslokation an die Membran nur 
bei Bindung von Ligand an den Ligandenbindungsabschnitt des un- 
tersuchten Membranrezeptors nachweisbar ist, alle Komponenten 

35 des Assaysystems, nun einschliefilich des Liganden, bis auf eine 
in der Assayzelle konstitutiv exprimiert werden. Die Assaysy- 
stem-Komponente (n) , deren Gen(e) unter Kontrolle eines induzier- 
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baren Promotors vorgesehen wird bzw. werden, wird bzw. werden 
dann insbesondere nur unter Assaybedingungen, d.h. bei Untersu- 
chung der moglicherweise erfolgten Aktivierung des ras-Signal- 
transduktionsweges, aufgrund der gezielten Induktion des/der je- 
weils eingesetzten induzierbaren Promotors bzw. Promotoren ex- 
primiert. Bei der zweiten Variante, bei welcher die Effektorpro- 
tein- oder -polypeptidtranslokation an die Merabran nur bei feh- 
lender Ligandenbindung an den Membranrezeptor auftritt, wird bei 
Expression des Liganden in der Assayzelle dessen Gen stets unter 
Kontrolle eines induzierbaren Promotors vorgesehen werden, urn 
einen Nachweis auch in Abwesenheit des Liganden zu ermoglichen. 

Der Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Si- 
gnal transduktionswegs erfolgt je nach Nachweisstrategie auf dem 
Pachmann gelaufige Weise. Befinden sich die Zellen wahrend des 
Assay immobilisiert an einem festen Trager, so kann es insbeson- 
dere bei Nachweis einer Reportergenaktivitat oder eines Repor- 
terproteins erforderlich oder hilfreich sein, die Zellen vor der 
Nachweisreaktion zu solubilisieren, d.h. sie von dem Trager ab- 
zulosen und ggf . auch auf zubrechen. Auch die hierfur erforderli- 
chen Mafcnahmen inid Reagenzien sind dem Fachmann wohlbekannt. 

Die Erfindung stellt daruber hinaus Kits zur Verwendung in 
den erf indungsgemafien Assays bereit, welche es z.B. ermogli- 
chen, schnell und effizient zu bestimmen, ob ein spezifischer 
Ligand in der Lage ist, an einen bestimmten Rezeptor und genau- 
er an dessen Ligandenbindungsabschnitt zu binden. 

Ein erster Kit der Erfindung zur Verwendung in den As- 
sayverfahren zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz als 
Ligand fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors, zur 
Bestimmung der Anwesenheit eines Liganden fur einen Liganden- 
bindungsabschnitt eines Rezeptors in einer Probe, zur Konzen- 
trationsbestimmung eines solchen Liganden sowie zur Charakteri- 
sierung von Verbindungen als mogliche Agonisten oder Antagoni- 
sten beziiglich Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen umfafit je- 
weils erf indungsgemafie Zellen mit den vorstehend bei den As- 
sayverfahren im Einzelnen erlauterten Eigenschaf ten. So enthal- 
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ten die Zellen des Kits beispielsweise bei einem vorgesehenen 
Nachweis einer Reportergenaktivitat zusatzlich ein Konstrukt 
mit einer Bindungsstelle fiir den Transkriptionsf aktor, der spe- 
zifisch durch den Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg, dessen Ak- 

5 tivierung mittels der Assays nachgewiesen werden soli, akti- 
viert wird, einem Minimalpromotor und dem Reportergen. Alterna- 
tiv kann der Kit wie auch alle folgenden einen Transf ormat ions - 
bzw. Transf ektionsvektor , der das Konstrukt enthalt, umfassen. 
Auf diese Weise kann der Verwender des Kits bei Wahl dieses 

10 Nachweisweges die im Kit enthaltenen Assayzellen durch Trans- 
formation oder Transf ekt ion mit diesem Konstrukt ausstatten. In 
einer weiteren Ausfiihrungsf orm dieses und aller folgenden Kits 
enthalt der separat im Kit bereitgestellte Transformations - 
bzw. Transf ektionsvektor nur die Bindungsstelle fur den Tranr 

15 skriptionsf aktor und den damit funktional verkmipften Minimal- 
promotor sowie eine geeignet vorgesehene Insertionsstelle fur 
die Insertion eines durch den Verwender frei wahlbaren Repor- 
tergens . 

Dariiber hinaus kann dieser Kit wie auch alle folgenden un- 
20 ter anderem gegebenenf alls auch Assaypuffer, Reagenzien zur De- 
tektion der phanotypischen Aktivierung des Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signaltransduktionsweges in diesen Zellen und/oder 
eine Gebrauchsanweisung enthalten. 

Ein alternative^ Kit fiir die vorstehend genannten Assay - 
25 verfahren umfafit mindestens zwei der folgenden Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefiigt ist, die einen Membranrezeptor , wie vorstehend 

30 definiert, kodiert, wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, 
dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung oder, 
alternativ, ,fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt . des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage 
ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in den un- 

35 ter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingeftigt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, 
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das im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden 
Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls liber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide, binden kann, kodiert; 

5 (d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefiigt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Ef fektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 
ternativ, fefilender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 

10 bran binden kann, kodiert. 

Ein weiterer alternativer Kit fiir die vorstehend genannten 
Assays ermoglicht bei bestimmter Auswahl der nachfolgend aufge- 
fiihrten Komponenten insbesondere die Herstellung der Assayzelle 
mit einem Membranrezeptor, der einen individuell gewiinschte Li- 

15 gandenbindungsabschnitt enthalt. Der Kit umfafit mindestens zwei 
der folgenden Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
20 f afit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei- 
nes Membranrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem 
Membranrezeptor definiert, kodiert; 

einen DNA-Abschnitt, der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
25 branrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem Membranre- 
zeptor definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die einen Ligandenbindungsabschnitt 
eines Rezeptors kodiert, 
30 wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fiir den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fiir einen Membranrezeptor, wie vorstehend definiert, um- 
fafit, wobei das Ef fektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung 
an eine Membrankomponente von der Bindung oder, alternativ, feii- 
35 lenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inakti- 



ERSATZBUVTT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 61 - 

ven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) genannten 
Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefiigt ist, die das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das 

5 im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden Li- 
gandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere 
Proteine oder Polypeptide, binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
10 mierbar eingefiigt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber 

welches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, 
alternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert, 

15 Fiir die beiden letztgenanten Kits gilt, dafi in einer spezi- 

ellen Ausfiihrungsf orm die Komponente (c) des Kits einen Nuklein- 
saurevektor umfafct, dessen DNA-Sequenz ein Eff ektorprotein oder 
-polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 
schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 

20 dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere 
Proteine oder Polypeptide, ermoglicht, kodiert. 

In einer weiteren speziellen Ausfiihrungsf orm der Komponente 
(c) der beiden letztgenannten Kits umfafit der darin enthaltene 
Nukleinsaurevektor eine DNA-Sequenz, die ein Eff ektorprotein 

25 oder -polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effek- 
torabschnitt und einem Antikorper- oder Bindungsproteinabschnitt 
mit spezifischer Bindungsaf f initat fur eine an dem Membranrezep- 
tor befindliche „Tag u - oder Epitopstruktur kodiert, die nur auf- 
grund von Konf ormationsanderungen, ggf . in Kombination mit enzy- 

30 matischer Aktivitat, infolge einer Bindung von Ligand oder, al- 
ternativ, fehlender Bindung von Ligand an den Ligandenbindungs- 
abschnitt des Membranrezeptors fiir den Antikorper bzw. das Bin- 
dungsprotein zuganglich wird. 

Aufierdem gilt auch fiir die beiden letztgenannten Assays, dafi 

35 die in dem Kit enthaltenen Zellen bei einem vorgesehenen Nach- 
weis einer Reportergenaktivitat u.a. zusatzlich auch ein Kon- 
strukt, umfassend eine Bindungsstelle fiir einen Transkriptions- 
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faktor, dessen Aktivierung infolge der Aktivierung des speziel- 
len Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, dessen Aktivierung durch 
den Assay nachgewiesen werden soil, erfolgt, einen Minimalpromo- 
tor und das Reportergen, wie vorstehend erlautert, enthalten 
konnen, oder es kann alternativ getrennt von den Zellen ein 
Transformations- oder Transf ektionsvektor mit dem Transkripti- 
onsfaktorbindungsstelle-Minimalpromotor-Reportergen-Konstrukt 
oder mit einem andersartigen Konstrukt, umfassend die Transkrip- 
tionsfaktorbindungsstelle und den Minimalpromotor und daruber 
hinaus eine geeignet angeordneten Insertionsstelle fiir ein frei 
wahlbares Reportergen, vorgesehen werden. 

Durch die Erfindung werden auch Kits fiir die erf indungsge- 
mafien Assayverf ahren zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Pro- 
tein eine Ligandeixbindungsfunktion eines Rezeptors aufweist, 
bereitgestellt . 

Ein hierfiir geeigneter Kit umfafit erf indungsgemaSe Zellen, 
wobei der darin enthaltene Membranrezeptor einen Ligandenbin- 
dungsabschnitt , umfassend ein oder bestehend aus einem Polypep- 
tid oder Protein, bei dem eine Ligandenbindungsfunktion eines 
Rezeptors vermutet wird, umfaSt. 

Ein alternativer Kit umfafit mindestens zwei der folgenden 
Komponenten: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestitnmten Bedingungen ein 
Ras- Oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden 
kann ; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefiigt ist, die einen Membranrezeptor, wie vor- 
stehend definiert, kodiert, wobei der Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors ein Polypeptid oder Protein, 
bei dem eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors ver- 
mutet wird, umfafit oder daraus gebildet wird und das Effek- 
torprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung oder, alternativ, fehlenden 
Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des 
Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist, den inakti- 
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ven Ras- Oder Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) ge- 
nannten Zellen zu aktivieren; 
(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefiigt ist, die das Ef f ektorprotein oder -poly- 
5 peptid, das im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ 

fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors an eine Komponente der Membran, gege- 
.benenfalls fiber weitere Proteine oder Polypeptide, binden 
kann, kodiert; 

10 (d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefiigt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber 
welches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung 
oder, alternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Kom- 
15 ponente der Membran binden kann, kodiert. 

Ein alternativer Kit zur Verwendung in dem genannten Assay 
ermoglicht bei spezieller Auswahl der nachfolgend angegebenen 
Komponenten u.a. das gezielte Ausstatten einer Assayzelle mit 
einem Membranrezeptor, der ein vom Verwender des Kits gewiinsch- 
20 tes, auf seine Ligandenbindungsfunktion zu untersuchendes Poly- 
peptid oder Protein als Ligandenbindungsabschnitt umfafit. Ein 
solcher Kit umfafit mindestens zwei der folgenden Komponenten: 
(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 
25 (b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
fafit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokal is ierungs signal ei- 
nes Membranrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem 
Membranrezeptor definiert, kodiert; 

30 - einen DNA-Abschnitt, der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie vorstehend in Zusammenhang mit dem Membranre- 
zeptor definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die ein Polypeptid oder Protein, 

35 bei dem eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet 
wird, kodiert, 
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wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fur einen Membranrezeptor umfafit, wobei das Effektorpro- 
tein Oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung oder, alternativ, fehlenden Bindung eines Ligan- 
den an den aus dem Polypeptid oder Protein, bei dem eine Ligan- 
denbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet wird, gebildeten 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in 
der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in 
den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden Li- 
gandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere 
Proteine oder Polypeptide, binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 
ternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert. 

Auch fiir die beiden letztgenanten Kits gilt, dafi in einer 
speziellen Ausfuhrungsf orm die Komponente (c) des Kits einen Nu- 
kleinsaurevektor umfafit, dessen DNA-Sequenz ein Eff ektorprotein 
oder -polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effek- 
torabschnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die 
Bindung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide, ermoglicht, kodiert. 

Ebenso umfafit in einer weiteren speziellen Ausfuhrungsf orm 
der Komponente (c) der beiden letztgenannten Kits der darin ent- 
haltene Nukleinsaurevektor eine DNA-Sequenz, die ein Eff ektor- 
protein oder -polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem 
Effektorabschnitt und einem Antikorper- bzw. Bindungsproteinab- 
schnitt mit spezifischer Bindungsaf f initat fiir eine an dem Mem- 
branrezeptor befindliche „Tag"- oder Epitopstruktur kodiert, die 
nur aufgrund von Konf ormationsanderungen, ggf . in Kombination 
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mit enzymatischer Aktivitat, infolge einer Bindung von Ligand an 
den Ligandenbindungsabschnitt des Merabranrezeptors oder, alter- 
nativ, Abdissoziierung des Liganden von dem Ligandenbindungsab- 
schnitt, d.h. fehlender Bindung von Ligand an den Ligandenbin- 

5 dungsabschnitt des Membranrezeptors, fur den Antikorper bzw. das 
Bindungsprotein zuganglich wird. 

Bei einem vorgesehenen Nachweis einer Report ergenaktivi tat 
enthalten in einer Ausffthrungsf orm die Zellen in den vorstehend 
genannten Kits zusatzlich ein Konstrukt, umfassend eine Bin- 

10 dungsstelle fiir einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung 
infolge einer Aktivierung des speziellen ras- Signal wegs, dessen 
Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soli, erfolgt, 
einen Miniraalpromotor und das Report ergen, wie vorstehend erlau- 
tert, oder es kann alternativ getrennt von den Zellen ein Trans- 

15 formations- Oder Transf ektionsvektor mit dem Transkriptionsf ak- 
torbindungsstelle-Minimalpromotor-Reportergen-Konstrukt oder mit 
einem andersartigen Konstrukt, umfassend die Transkriptionsf ak- 
torbindungsstelle und den Minimalpromotor und dariiber hinaus ei- 
ne geeignet angeordneten Insertionsstelle fur ein frei wahlbares 

20 Reportergen, vorgesehen werden. 

Daruber hinaus konnen samtliche Kits dieser Erfindung in 
moglichen Ausfuhrungsf ormen u.a. zusatzlich noch mindestens eine 
der folgenden Komponenten umfassen: 

(b) gegebenenfalls einen Nukleinsaurevektor , in den eine DNA- 
25 Sequenz exprimierbar eingefiigt ist, die mindestens ein Vermitt- 
lerprotein kodiert, welches mit dem Mediatorabschnitt des Mem- 
branrezeptor raumlich nicht unmittelbar assoziiert sein mufi, je- 
doch im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, einer feh- 
lenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
30 branrezeptors von diesem Mediatorabschnitt aktiviert oder modi- 
fiziert wird und aufgrunddessen ein sekundares Ereignis an einer 
weiteren Komponente der Zellmembran vermittelt, inf olgedessen 
sich das Ef f ektorprotein oder -polypeptid spezifisch an diese 
Komponente der Zellmembran, die mit dem Mediatorabschnitt des 
35 Membranrezeptors nicht assoziiert ist, bindet; 
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(f) gegebenenfalls Reagenzien zur Transformation oder Transfek- 
tion der Zellen mit Transformations- Oder Transf ektionsvek- 
tor(en), 

(g) gegebenenfalls Reagenzien zur Detektion der phanotypischen 
Aktivierung des sich an ein Ras -Protein anschliefienden Signal- 
transduktionsweges in diesen Zellen. 

In einer bevorzugten Ausftihrungsform der Erf indung umfassen 
die erf indungsgemafien Kits die Zellen immobilisiert auf einem 
festen Trager, wie vorstehend erlautert, insbesondere auf Bio- 
chips (vgl. Wolf et al. 1997 und 1998). Fur Massenscreens und 
insbesondere High- Throughput -Verfahren zum Nachweisen und Messen 
von Membranrezeptor-Liganden-Interaktionen ist insbesondere die 
Immobilisierung der Zellen auf Biochips sowie in den individuel- 
len Vertiefungen von Mikrotiterplatten geeignet, so dafi auf ei- 
ner solchen Platte eine Vielzahl von separaten Assayverf ahren 
durchgefiihrt werden konnen. Es ist hierbei auch moglich, unter- 
schiedliche erf indungsgemafie Zellen, d.h. insbesondere Zellen 
mit unterschiedlichem Ligandenbindungsabschnitt , in Vertiefungen 
in jeweils bestimmten Abschnitten auf ein und derselben Mikroti- 
terplatte vorzusehen. 

Bef inden sich die Zellen in dem Kit immobilisiert an einem 
festen Trager, so kann es insbesondere bei Nachweis einer Repor- 
tergenaktivitat oder -transkription oder eines Report erproteins 
erforderlich oder hilfreich sein, die Zellen vor der Nachweisre- 
aktion zu solubilisieren, d.h. sie von dem Trager abzulosen und 
ggf . auch auf zubrechen. Fur diesen Fall konnen die unter g) ge- 
nannten Reagenzien zur Detektion der phanotypischen Aktivierung 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal transduktionsweges auch geeig- 
nete Solubilisierungsreagenzien, die insbesondere ein oder meh- 
rere grenzf lachenaktive Mittel oder Tenside enthalten, umfassen. 

Die Erfindung erstreckt sich auch auf 

Liganden fur einen Bindungsabschnitt eines Rezeptors, 
Verbindungen, die in der Lage sind, eine Bindungsaktivitat 
eines Ligandenbindungsabschnitts eines Rezeptors gegenuber 
einem Liganden zu verandern, (im Folgenden als „Modifizie- 
rungsverbindungen" bezeichnet) sowie 
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Polypeptide oder Proteine, die eine Ligandenbindungsf unlet ion 

eines Rezeptors aufweisen, 
die mittels eines der Assayverf ahren der Erfindung bestimmt oder 
ermittelt worden sind, sowie Zusammensetzungen, die diese Ligan- 
5 den, Verbindungen und/oder Polypeptide oder Proteine enthalten. 

Hinsichtlich Polypeptiden oder Proteinen, die eine Liganden- 
bindungsf unkt ion eines Rezeptors aufweisen und zur Erzeugung des 
Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, von einem natiir- 

10 lich aufgefundenen oder synthetisch erzeugten Molekiil abgeleitet 
worden sind, umfafit die Erfindung sowohl das in den erfindungs- 
gemafi eingesetzten Membranrezeptoren enthaltene Fragment mit Li- 
gandenbindungsf unkt ion als auch das Ausgangs fragment- bzw. - 
molekiil. Nur der Klarheit halber sei diesbeziiglich angemerkt, 

15 dafi die Erzeugung des Membranrezeptors in der Regel durch Ex- 
pression einer diesen Membranrezeptor kodierenden Nukleinsaure- 
sequenz in einer Zelle erfolgt. Das Ableiten eines Polypeptids 
oder Proteins mit Ligandenbindungsf unkt ion eines Rezeptors von 
einem grofieren Ausgangsmolekiil erfolgt dementsprechend in der 

20 Regel in analoger Weise auf Nukleinsaure-Ebene, indem lediglich 
ein oder mehrere Abschnitte der das Ausgangsmolekiil kodierenden 
Nukleinsauresequenz, gegebenenf alls unter darauf f olgender Klo- 
nierung zur Anfiigung von Abschnitten, die weitere Membranrezep- 
torkomponenten oder -abschnitte kodieren, fiir die Expression des 

25 Membranrezeptors genutzt werden. Im Rahmen des Ableitens konnen 
auch eine oder mehrere geringfugige Nukleinsauresequenzmodif i- 
zierungen in der Ausgangssequenz oder dem oder den Nukleinsaure- 
abschnitt (en) vorgenommen werden, bevorzugt solcher Art, dafi das 
resultierende Nukleinsauremolekiil unter stringenten Bedingungen 

30 noch mit dem jeweiligen Ausgangsnukleinsauremolekiil hybridi- 
siert . 

Die Erfindung umfafit dementsprechend auch ein Verfahren zur 
Identif izierung von Polypeptiden oder Proteinen, insbesondere 
35 Rezeptoren, die eine Ligandenbindungsf unkt ion eines Rezeptors 
aufweisen, welches umfafit: 
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eine erf indungsgemafie Zelle mit einem Membranrezeptor, der 
die in Anspruch 1 beschriebenen Merkmale aufweist und die 
Gesamtheit eines derartigen Polypeptids oder Proteins oder 
einen Teil eines derartigen Polypeptids oder Proteins, der 
mutmafilich die fur die Ligandenbindungsfunktion essentiellen 
Sequenzabschnitte enthalt, umfafit, herzustellen und 
mittels dieser Zelle das erf indungsgemafie in vivo- 
Assayverfahren zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors aufweist, aus- 
zuf iihren . 

sowie die das durch dieses Verfahren identif izierten Molekule. 

Die Erfindung erstreckt sich gleichfalls auf 

die Verwendung der vorstehend genannten, durch die erfin- 
dungsgemafien Assay-Verf ahren identif izierten Liganden, Modi- 
f izierungsverbindungen und Polypeptide bzw. Proteine als 
Arzneimittel, gegebenenf alls nach Formulierung mit in diesem 
Bereich ublichen Hilfs- und/oder Tragerstof fen, sowie 
die Verwendung der Liganden, Modif izierungsverbindungen und 
Polypeptide bzw. Proteine als Leitsubstanzen zur Entwicklung 
von davon - insbesondere durch Derivatisierung - abgeleite- 
ten Liganden, Modif izierungsverbindungen und Polypeptiden 
bzw. Proteinen, insbesondere solchen mit entsprechender oder 
verbesserter Aktivitat gegenuber der jeweiligen Leitsub- 
stanz . 

Somit umfafit die Erfindung auch ein Verfahren zur Herstel- 
lung von Liganden, Modif izierungsverbindungen, Polypeptiden oder 
Proteinen durch ein- oder mehrfache Derivatisierung ausgehend 
von mittels der erf indungsgemafien Assayverf ahren identif izierten 
Liganden, Modif izierungsverbindungen, Polypeptiden oder Protei- 
nen. Dieses Verfahren kann gegebenenf alls zusatzlich die Schrit- 
te umfassen, 

auch die durch die Derivatisierung erhaltenen Liganden, Mo- 
dif izierungsverbindungen, Polypeptide oder Proteine mittels 
der erf indungsgemafien Assay-Verf ahren auf Ligandenfunktion 
bzw. Ligandenbindungsfunktion zu testen, und/oder 
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die durch die Derivatisierung erhaltenen Liganden, Modifi- 
zierungsverbindungen, Polypeptide oder Proteine in iiblicher 
Weise als Arzneimittel zu formulieren. 

Des weiteren erstreckt sich die Erfindung auch auf die durch 
5 dieses Verfahren erhaltenen Liganden, Modif izierungsverbindun- 

gen, Polypeptide und Proteine, d.h. die durch dieses Verfahren 

erhaltenen funktionellen Derivate. 

Fur eine Verwendung als Gent her apeutika, die die Expression 
10 eines Polypeptids oder Proteins, das eine Ligandenbindungsfunk- 
tion eines Rezeptors aufweist, bevorzugt eines Rezeptors, insbe- 
sondere in menschlichen oder tierischen Zellen bewirken sollen, 
umfafit die Erfindung des weiteren Nukleinsauremolekule, die aus- 
gehend von einem mittels der erf indungsgemafien Assay-, Identif i- 
15 zierungs-, Screening- oder Herstellungsverf ahren identif izierten 
Polypeptid oder Protein, insbesondere Rezeptor, durch ein Ver- 
fahren erhalten werden, das die Bereitstellung des das Polypep- 
tid oder Protein kodierenden Gens oder eines Teils davon, der 
zumindest die fur die Aktivitat des kodierten Polypeptids oder 
20 Proteins essentiellen Nukleinsauresequenzabschnitte umfafit, in 
im wesent lichen reiner Form, d.h. insbesondere im wesent lichen 
frei von anderen Nukleinsauren, die fur die Verwendung als 
Gentherapeutikum nicht erforderlich oder gar abtraglich sind, 
umfafit. Dieses Verfahren kann, sofern noch nicht bekannt, die 
25 vorab erfolgende Identif izierung des Gens, das dieses Polypeptid 
oder Protein kodiert, erfordern. Insbesondere kann das Verfahren 
zusatzlich auch die folgenden Schritte umfassen: 

sofern noch nicht bekannt, die Arainosauresequenz des Poly- 
peptids oder Proteins, insbesondere Rezeptors, zu bestimmen, 
30 und/oder 

sofern noch nicht bekannt, das Gen, das dieses Polypeptid 
oder Protein kodiert, zu identif izieren und zumindest die 
Sequenz der kodierenden Abschnitte dieses Gens zu bestimmen, 
gegebenenf alls Modif izierungen in der erhaltenen. Nukleinsau- 
35 resequenz vorzunehmen, beispielsweise zum Anpassen der Co- 

donnutzung an diejenige eines gewiinschten Empf angerorganis- 
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mus, zum Einfiihren von Mutationen oder zur Entfernung von 
Int ron- Sequenzen , und 

die gegebenenfalls modif izierte Nukleinsauresequenz in Form 
eines Gent her apeutikums zu formulieren. 



In einem gegenwartig bevorzugt verwendeten experimentellen 
System der Erfindung wird als Zellsystem, welches in einem ras- 
oder ras-ahnlichen Signaltransduktionsweg inaktiv 1st, der He- 
festamm cdc25-2 verwendet. Wie erlautert, ist in diesen Zellen 
das Ras-Protein bei einer restriktiven Temperatur von 33-37°C, 
typischerweise 36°C, infolge der Abwesenheit eines funktionel- 
len Guaninnukleotid-Austauschfaktors (GEF; "guanyl nucleotide 
exchange factor") nicht funktionell (Broder et al. f 1998). Eine 
Aktivierung des in diesem System bei restriktiven Temperaturen 
nicht funktionellen ras-Signaltransduktionswegs, die unter die- 
sen Bedingungen nur uber die, wie beschrieben, tiber verschiede- 
ne MaSnahmen bewirkbare Translokation eines Ef f ektorproteins 
oder -polypeptids, das diesen ras- Signaltransduktionsweg zu ak- 
tivieren vermag, an die Zellmembran veranlafit werden kann, kann 
dadurch detektiert werden, dafi die Hefezellen unabhangig von 
der Anwesenheit eines funktionellen GEF-Proteins bei restrikti- 
ven Temperaturen (33-37°C, typischerweise 3 6°C) wachsen konnen. 
Wie erlautert erfordert die Translokation des Eff ektorproteins 
oder -polypeptids, dafi ein passender Ligand fiir den speziell in 
der Zelle vorgesehenen Membranrezeptor vorhanden ist. 

In diesem System wird insbesondere ein Fusionsprotein ein- 
gesetzt, das als Ef fektorabschnitt ein mutiertes humanes Ras- 
Protein (Ha-Ras, L61) umfafit, dem die Farnesylierungssequenz, 
welche fur eine Membranlokalisierung des Proteins sorgt, fehlt. 

Die nachfolgend exemplarisch angegebenen Beispiele sollen die 
Erfindung weiter veranschaulichen. 

1. "Epidermal growth factor" (EGF) -Interaktion mit dem EGF- 

Rezeptor (Figur 3) 
Material und Methoden 
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Folgende zwei Vektoren dienen zur Transformation von Saccharomy- 
ces cerevisiae cdc25-2 Zellen: 

1.. Ein Expressionsvektor fur die konstitutive Expression des 

5 humanen EGF-Rezeptorproteins . 

2. Ein induzierbarer Expressionsvektor mit einem Galaktose- 
induzierbaren Promotor (Gal 1) fur die Expression des Adaptor- 
Ef fektor-Fusionsproteins, bestehend aus dem humanen konstitutiv 
aktiven ras-Proteinteil (Ha-ras, L61) , dem die sogenannte CAAX- 

10 Box (das Farnesylierungs signal zur Membranlokalisierung) fehlt, 
(=Ef fektorabschnitt) und dem murinen Grb2-Proteinteil 
(= Adapt orabschnitt) . 

Hefewachstum und -manipulation 

15 Es wurden konventionelle Hefe -Transformations- und -manipula- 
tionsprotokolle (siehe z.B. Hill et al. (1991), NAR 19, 5791) 
verwendet. Die Zellen wurden entweder auf einem Glucoseminimal- 
medium, welches die erf orderlichen Aminosauren und Nukleotide 
(20 mg/1 Histidin, 100 mg/1 Leucin, 20 mg/1 Tryptophan, 20 mg/1 

20 Uracil, 10 mg/1 Adeninsulf at) , 2% Glucose, 0,5% NH 4 S0 4 , 0,17% 
Hefeextrakt und 4% Agar enthalt, oder auf Galaktosemedium 
(1,7 g/1 Yeast Nitrogen ohne Aminosauren, 5 g/1 Ammoniumsulf at , 
30 g/1 Galaktose (> 99%) 20 g/1 D-Raffinose, 20 g/1 Glycerin 
(100%), 30, g/1 Bacto-Agar) ausplattiert . 

25 Replika-Plattierungen werden mit einem Samt-Replikaplattie- 

rer durchgef iihrt . Die Zellen werden nach der Transformation mit 
den oben beschriebenen zwei Expressionsvektoren auf Glucoseplat- 
ten ausplattiert und bei 25 P C (nicht-restriktive Temperatur) fiir 
3-4 Tage inkubiert. Anschliefiend werden verschiedene Testmedien 

30 (mit und ohne EGF, bzw. mit synthetischen Proteinf ragmenten mit 
Ligandenaktivitat -siehe Komoriya et al., 1984) mit jeweils 
drei unabhangigen Klonen angeimpft und bei 37°C fur 2-3 Tage in- 
kubiert und anschliefiend das Wachstum der Hefen in den ver- 
schiedenen Flussigmedien detektiert. Hefen, die in Galaktose- 

35 medium bei 37 °C nur in Anwesenheit von EGF (zellwandlose Hefe- 
ghost-Zellkultur) oder nur in Anwesenheit von [S-Acetamidomethyl 
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Cys 20 ' 31 ] -EGF- (20-31) , einem aktiven EGF -Fragment, wachsen, zei- 
gen funktionsf ahige Liganden-Rezeptor- Interaktion an. 

2. Angiotensin- Interaktion mit dem Angiotensinrezeptor 
5 (Figur 4) 

Material und Methoden 

Folgende Vektoren dienen zur Transformation von Saccharomyces 
cerevisiae cdc 25-2 Zellen: 

1. Ein Expressionsvektor fiir die konstitutive Expression des 
10 ATIA-Angiotensin-Rezeptors der Ratte (Condon et al., 1997) 

2. Ein oder mehrere Expressionsvektoren fiir die konstitutive 
Expression der drei G-Proteine Ga 13 , und Gy 3 der Ratte (Macrez- 
Lepretre et al., 1997). 

3. Ein induzierbarer Expressionsvektor (Selektionsmarker Ura) 
15 mit einem Galaktose-induzierbaren Promotor (Gall) fiir die Ex- 
pression des Adaptor-Ef fektor-Fusionsproteins, bestehend aus der 
Phosphatidylcholin-Phospholipase C minus der Domane mit dem Mem- 
branlokalisierungssignal (=Adaptorabschnitt) aus vaskularen Myo- 
zyten der Ratte (Macrez-Lepretre et al., 1996) und dem humanen 

20 konstitutiv aktiven ras-Proteinanteil (Ha-ras L61) , dem die so- 
genannte CAAX-Box (das Farnesylierungssignal zur Membranlokali- 
sierung) fehlt (=Ef f ektorabschnitt) . 

Hefewachstum und Manipulation 

25 Hier gilt entsprechendes wie in Beispiel 1. Die fiir die Angio- 
tensinrezeptorversuche verwendeten Testmedien wurden plus/minus 
Angiotensin bzw. plus/minus L-162,313, einem funktionellen, 
nicht-proteinartigen Ligand des Angiotensinrezeptors (Perlmann 
et al., 1995), eingesetzt. Hefen, die nach 2 bis 3 Tagen bei 

30 37 °C in Galactosemedium nur in Anwesenheit von Angiotensin 

(zellwandlose Hefe -ghost -Zellkultur) oder nur in Anwesenheit des 
Nichtproteinliganden L-162,313 wachsen, zeigen funktionsf ahige 
Liganden-Rezeptor- Interaktion an. 

35 Literatur 

Broder, Y.C., Katz, S. und Aronheim, A. (1998). Curr. Biol. 
8, 1121-1124 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/1 0460 

- 73 - 

Conchon, S., Barrault, M.-B., Miserey, S., Corvol, P. und 
Clauser, E . (1997). J. Biol. Chem. 272, 25566-25572 
Current Protocols in Molecular Biology, 1991 
Dohlman, H. G., Thomer, J. , Caron, M.G. Leifkowitz, R.J. 
(1991). Ann. Rev. Biochem. 60, 653-688 

Komoriya, A., Hortsch, M. , Meyers, C, Smith, M. , Kanety, H. 
und Schlessinger, J. (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 
1351-1355 

Leurs, R., Smit, M.J., Alewijnse, A.E. und Timmermann, H. 
(1998) . TIBS 23, 418-422 

Macrez-Lepretre, N. , Morel, J.-L. und Mironneau, J. (1996) 
j, Pharmacol. Exp. Ther. 278, 468-475 

Macrez-Lepretre, N,, Kalkbrenner, F., Morel, J.-L., Schultz, 
G. und Mironneau, J. (1997). J. Biol. Chem. 272, 10095-10102 
Nishida, E. und Gotoh, Y (1993). Trends Biochem. Sci 18, 
128-130 

Perlmann, S., Shambye, H.T., Rivero, R.A. , Greenlee, W.J., 
Hjorth, S.A. und Schwartz, T.W. (1995). J. Biol. Chem. 270, 
1493-1496 

Sambrook, J., Fritsch, E.F., Maniatis, T. (1989), Molecular 
Cloning. A Laboratory Handbook, Cold Spring Harbor 
Laboratory, New York 

Schlessinger, J. und Ulrich, A. (1992) . Neuron 9, 383-391 
Schlessinger, J. (1993). Trends Biochem. Sciences 18, 273- 
275 

Stahl, N. und Yancopoulos, G.D. (1993) Cell 74, 587-590 
Wolf, B., Kraus, M. , Baumann, W., Brischwein, M., Ehret, R. , 
Henning, T., Lehmann, M. und Schwinde, A., (1997). BioTec 
6/97, 26-29 

ibid (1998). BioTec 1/98, 24-27 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 



- 74 - 



PCT/EP99/10460 



PATENTANS PRUCHE 

1. Zelle, umfassend einen Membranrezeptor, der einen Liganden- 
bindungsabschnitt, ein Merabranlokalisierungssignal und einen Me- 
diatorabschnitt umfafit, dadurch gekennzeichnet , daS nur bei Bin- 
dung Oder, alternativ, nur bei fehlender Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt eine Strukturanderung rait Aus- 
wirkungen auf den Mediatorabschnitt bewirkt wird, so daS in der 
Folge ein Ef fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, 
einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivie- 
ren, an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere 
Proteine oder Polypeptide ( Adapt oren ) , bindet. 

2. Zelle nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dafi das Ef- 
fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, ein Guanine Nucleo- 
tide Exchange Factor (GEF) oder ein aktives Protein aus der Ras- 
Familie ist. 

3. Zelle nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafi das Ef- 
fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, das CDC25-Protein 
aus Saccharomyces cerevisiae oder ein SOS -Protein aus einem Sau- 
getier oder ein SOS-ahnliches Protein aus einem beliebigen Orga- 
nismus ist oder von einem solchen Protein abgeleitet ist. 

4. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 3, dadurch gekennzeich- 
net, dafi das Ef fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage 
ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu aktivieren, in 
Form eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einem 
Adaptorprotein oder -polypeptid vorliegt, das die Bindung an die 
Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere Proteine 
oder Polypeptide (Adaptoren) , ermoglicht. 

5. Zelle nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dafi das Fusi- 
onsprotein einer enzymatischen Modif izierung bedarf , bevor es an 
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die Komponente der Membran, gegebenenf alls fiber weitere Proteine 
Oder Polypeptide (Adaptoren) , gebunden werden kann und dafi eine 
fiir die enzymatische Modif izierung erf orderliche enzymatische 
Aktivitat nur aufgrund einer Ligandenbindung oder, alternativ, 
5 fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt akti- 
viert wird. 

6. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der Membranrezeptor ein Transmembrane zept or, ein En- 

10 zym-gekoppelter Rezeptor, ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor, 
ein 7-Transmetnbranrezeptor oder ein Geruchsrezeptor ("Odour Re- 
ceptor" oder "Olfactorial Receptor") ist. 

7. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 5, dadurch gekennzeich- 
15 net, dafi der Membranrezeptor ein in der Natur nicht vorkommen- 

der, synthetischer Membranrezeptor ist. 

8. Zelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet , dafi der Li- 
gandenbindungsabschnitt von einem Ligandenbindungsabschnitt ei- 

20 nes in der Natur vorkommenden Rezeptors abgeleitet ist . 

9. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 7, dadurch gekennzeich- 
net, dafi der Ligandenbindungsabschnitt den Ligandenbindungsab- 
schnitt eines Transmembranrezeptors, eines G-Protein-gekoppelten 

25 Rezeptors, eines 7 -Transmembranrezeptors, eines Geruchsrezeptors 
("Odour Receptor" oder "Olfactorial Receptor") oder eines nukle- 
aren Rezeptors umf afit oder von diesem abstammt . 

10. Zelle nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafi der Li- 
30 gandenbindungsabschnitt von einem Ligandenbindungsabschnitt ei- 
nes in der Natur vorkommenden Rezeptors, und insbesondere von 
dem Ligandenbindungsabschnitt eines Transmembranrezeptors, eines 
G-Protein-gekoppelten Rezeptors, eines 7 -Transmembranrezeptors, 
eines Geruchsrezeptors ("Odour Receptor" oder "Olfactorial Re- 

35 ceptor") oder eines nuklearen Rezeptors, durch Mutation, insbe- 
sondere durch Substitution, Deletion, Insertion und/oder Modifi- 
zierung einer oder mehrerer Aminosauren oder Gruppen von Ami- 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 76 - 

nosauren, abgeleitet oder ein durch "molecular modelling" er- 
zeugter, synthetischer Ligandenbindungsabschnitt ist. 

11. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
5 zeichnet, dafi der Mediatorabschnitt den zytoplasmatischen Teil 
eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors, Abschnitte davon Oder ei- 
ne davon abgeleitete Aminosauref olge umfafit. 



12. Zelle nach Anspruch ll f dadurch gekennzeichnet , daS das Ef- 
10 fektorprotein oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 

oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, in Form 
eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einem Adap- 
torprotein vorliegt, das nach Abdissoziierung der a-Untereinheit 
des heterotrimeren G-Proteins mit den aufgrunddessen frei zu- 

15 ganglichen Bereichen der p- und y-Untereinheiten des G-Proteins, 
die in Assoziation mit dem Mediatorabschnitt vorliegen, oder mit 
der a-Untereinheit des heterotrimeren G-Proteins nach Abdissozi- 
ierung von der p- und y-Untereinheit des G-Proteins oder infolge 
der Dissoziierung des heterotrimeren G-Proteins mit dem Media- 

20 torabschnitt des Membranrezeptors wechselwirken kann. 

13. Zelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daS das Fu- 
sionsprotein einen Ef f ektorabschnitt und eine GRK2 -Kinase oder 
eine GRK3 -Kinase umfafit. 

25 

14. Zelle nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, dafi das Fu- 
sionsprotein einen Eff ektorabschnitt und einen Antikorper, der 
spezifisch die p- und y-Untereinheiten des G-Proteins nach Abdis- 
soziierung der a-Untereinheit erkennt und bindet, umfafit. 

30 

15. Zelle nach einem der Anspriiche 12 bis 14, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Eff ektorabschnitt des Fusionsproteins die Se- 
quenz eines aktiven Ras-Proteins umfafit. 

35 16. Zelle nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet , dafi der Me- 
diatorabschnitt den zytoplasmatischen Teil eines G-Protein- 
gekoppelten Rezeptors, Abschnitte davon oder eine davon abgelei- 
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tete Aminosaurefolge umfafit, wobei das mit dem zytoplasmatischen 
Teil des G-Protein-gekoppelten Rezeptors wechselwirkende G- 
Protein in aktiviertem Zustand eine Phosphatidyl inositol- 3- 
kinase (PI3K) aktiviert. 

5 

17. Zelle nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daS das Ef- 
fektorprotein Oder -polypeptid, das in der Lage ist, einen Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalweg in der Zelle zu aktivieren, in Form 
eines Fusionsproteins eines Ef f ektorabschnitts mit einer "Src 

10 homology 2" ( SH2 ) - oder einer "pleckstrin homology' 7 (PH) -Domane 
vorliegt . 

18. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi der Mediatorabschnitt infolge der Ligandenbindung 

15 oder, alternativ, fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt in der Lage ist, ein oder mehrere Adaptorproteine 
zu binden, iiber welche das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, das 
in der Lage ist, einen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in der 
Zelle zu aktivieren, an den Mediatorabschnitt binden kann. 

20 

19. Zelle nach Anspruch 18, -dadurch gekennzeichnet, dafi der Me- 
diatorabschnitt infolge einer Ligandenbindung oder, alternativ, 
fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt in 
die Lage versetzt wird, eine enzymatische Aktivitat auszuuben. 

25 

20. Zelle nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, dafi der Me- 
diatorabschnitt infolge einer Ligandenbindung oder, alternativ, 
fehlenden Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt in 
die Lage versetzt wird, eine Tyrosinkinaseaktivitat, eine Se- 

30 rin/Threoninkinase- oder Phosphataseaktivitat auszuuben. 

21. Zelle nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, dafi der Me- 
diatorabschnitt den cytoplasmatischen Teil des EGFR ("epidermal 
growth factor receptor") umfafit oder von diesem abstammt. 

35 

22. Zelle nach Anspruch 18, dadurch gekennzeichnet, dafi der Li- 
gandenbindungsabschnitt infolge einer Bindung oder, alternativ, 
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fehlenden Bindung eines Liganden fur diesen Ligandenbindungsab- 
schnitt in die Lage versetzt wird, ein separates, rezeptorspezi- 
fisches Enzym zu aktivieren. 

5 23. Zelle nach Anspruch 22, dadurch gekennzeichnet , dafi das se- 
parate, rezeptorspezif ische Enzym heterolog zu der Zelle ist. 

24. Zelle nach Anspruch 22 oder 23, dadurch gekennzeichnet, dafi 
das separate rezeptorspezif ische Enzym eine Kinase und insbeson- 

10 dere eine Tyros inkinase ist. 

25. Zelle nach einem der Anspriiche 18 bis 24, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi von dem Mediatorabschnitt infolge der Ligandenbin- 
dung oder, alternativ, fehlenden Ligandenbindung an den Ligan- 

15 denbindungsabschnitt die Adaptorproteine Gbr2 oder She gebunden 
werden konnen. 

26. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 25, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Zelle eine prokaryotische oder eukaryotische 

20 Zelle ist. 

27. Zelle nach Anspruch 26, dadurch gekennzeichnet, dafi die Zel- 
le eine eukaryotische Zelle und insbesondere eine Hefezelle, 
speziell eine zellwandlose Hefezelle ist. 

25 

28. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 27, dadurch gekenn- 
zeichnet, daS sie auf einem festen Trager aufgebracht ist. 

29. Zelle nach Anspruch 28, dadurch gekennzeichnet, daS die Zel- 
30 le auf Biochips immobilisiert oder in Mikrokammern eingeschlos- 

sen ist. 

30. Zelle nach einem der Anspriiche 1 bis 29, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi bei Fehlen des Membranrezeptors zumindest unter 

35 bestimmten Bedingungen ein Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg in 
der Zelle nicht aktiviert werden kann. 
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31. Zelle nach Anspruch 30, dadurch gekennzeichnet, dafi die Ak- 
tivierbarkeit des Ras- Oder Ras-ahnlichen Signalwegs bei Fehlen 
des Membranrezeptors temperaturabhangig ist. 

5 32. Zelle nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dafi die feh- 
lende Aktivierbarkeit des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs bei 
Fehlen des Membranrezeptors oberhalb einer bestimmten Temperatur 
auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Guanine Nucleoti- 
de Exchange Factors beruht, welche bewirkt, dafi dieser oberhalb 

10 der bestimmten Temperatur funktionsunf ahig wird. 

33. Zelle nach Anspruch 32, dadurch gekennzeichnet, dafi die Zel- 
len Zellen des Saccharomyces cerevisiae- Hef est amms cdc25-2 sind 
oder davon abgeleitet sind. 

15 

34. Zelle nach Anspruch 31 oder 32, dadurch gekennzeichnet, dafi 
die fehlende Aktivierbarkeit des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
wegs bei Fehlen des Membranrezeptors oberhalb einer bestimmten 
Temperatur auf zumindest einer Mutation eines zelleigenen Ras- 

20 Proteins beruht, welche bewirkt, dafi dieses oberhalb der be- 
stimmten Temperatur funktionsunf ahig wird. 

35. in vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
als Ligand fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors, 

25 gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspriiche 30-34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der 
Zelle nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den 

30 genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu ak- 

35 tivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 
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wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Bindungsfahigkeit der Testsubstanz an den Ligan- 
denbindungsabschnitt anzeigt. 

5 36 • Assay nach Anspruch 35, wobei Schritt (b) umfafct, die Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs uber die gegebe- 
nenfalls erfolgende Expression eines Reportergens, die nur auf- 
grund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezif ischen Transkrip- 

10 tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
pression des Reportergens die Bindungsfahigkeit der Testsubstanz 
an den Ligandenbindungsabschnitt anzeigt. 

37. Assay nach Anspruch 35, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
ls nen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras-ahnliche 

Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
20 ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Bindungsfa- 
higkeit der Testsubstanz an den Ligandenbindungsabschnitt an- 
zeigt. 

38. in vivo-Assay zur Bestimmung der Eignung einer Testsubstanz 
25 als Ligand fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors, 

gekennzeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Testsubstanz mit Zellen nach einem der 
Anspriiche 30 - 34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der 

30 Zelle nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den 
genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 defi- 

35 niert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 
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(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- Oder Ras- 
ahnlichen Signalwegs erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranre- 

5 zeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle nicht 
aktiviert werden kann, in Abwesenheit der Testsubstanz auf Akti- 
vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 
wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs in Abwesenheit der Testsubstanz und die Inaktivitat 

10 des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in Anwesenheit der Test- 
substanz die Bindungsf ahigkeit der Testsubstanz an den Liganden- 
bindungsabschnitt anzeigt. 



39. Assay nach. einem der Anspruche 35 bis 38, dadurch gekenn- 
15 zeichnet, dafi die Testsubstanz eine naturlich vorkommende Sub- 

stanz und insbesondere ein Geruchsstof f , Geschmacksstof f , Pep- 
tid, Peptidhormon, Protein, insbesondere Zytokin, Wachstumsf ak- 
tor, Neurotransmitter, nicht -protein- oder -peptidartiges Hormon 
und/oder ein Vitamin ist. 

20 

40. Assay nach einem der Anspruche 35 bis 38, dadurch gekenn- 
zeichnet, dafi die Testsubstanz eine in der Natur nicht vorkom- 
mende Substanz und insbesondere ein synthetisches Derivat eines 
natiirlichen Liganden oder ein Giftstoff, insbesondere Dioxin, 

25 ist . 

41. Assay nach Anspruch 40, dadurch gekennzeichnet , dafi die 
Testsubstanz als Fusionsprotein, umfassend eine mutmafiliche Li- 
gandendomane , eingesetzt wird. 

30 

42. Screeningverfahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten Rezeptors, dadurch gekennzeichnet, dafi fiir das Screening ein 
Assayverfahren nach einem der Anspruche 35 bis 3 8 eingesetzt 
wird . 

35 

43. in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
fiir einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors in einer 
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Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Ansprii- 
che 30 - 34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membran- 

5 rezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle 
nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den ge- 
nannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Ef fektorpro- 
tein oder -polypeptide dessen Bindung an eine Metnbrankomponente 
von der Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt 

10 des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, abhangig ist, 
in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg zu ak- 
tivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

15 wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs die Anwesenheit eines Liganden fur den Ligandenbin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors in der Probe anzeigt. 

44. Assay nach Anspruch 43, wobei Schritt (b) umfafit, die Akti- 
20 vierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs uber die gegebe- 

nenfalls erfolgende Expression eines Reportergens , die nur auf- 
grund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezifischen Transkrip- 
tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
25 pression des Reportergens die Anwesenheit eines Liganden fur den 
Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors in der Probe anzeigt. 

45. Assay nach Anspruch 43, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
nen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras-ahnliche 

30 Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und 
d essen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenziell ist, einge- 
setzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersuchen, ob die Zel- 
len unter den genannten Bedingungen vermehrungsf ahig sind, wobei 
ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zellen die Anwesenheit 

35 eines Liganden fur den Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors 
in der Probe anzeigt. 
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46 ♦ in vivo-Assay zum Nachweis der Anwesenheit eines Liganden 
fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezeptors in einer 
Probe, die diesen moglicherweise enthalt, gekennzeichnet durch 
die f olgenden Schritte : 
5 (a) Inkontaktbringen der Probe mit Zellen nach einem der Ansprii- 
che 30-34 unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membran- 
rezeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle 
nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranrezeptor den ge- 
nannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das Effektorpro- 

10 tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 
von der fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 defi- 
niert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

15 (b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranre- 
zeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle nicht 
20 aktiviert werden kann, in Abwesenheit der Probe auf Aktivierung 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs in Abwesenheit der Probe und die Inaktivitat des Ras- 
oder Ras-ahnlichen Signalwegs in Anwesenheit der Probe die Anwe- 
25 senheit eines Liganden fur den Ligandenbindungsabschnitt eines 
Rezeptors in der Probe anzeigt. 

47. Screeningverfahren nach unbekannten Liganden eines bestimm- 
ten Rezeptors in einer Probe, dadurch gekennzeichnet, dafi fur 

30 das Screening ein Assayverf ahren nach einem der Anspriiche 43 bis 
46 eingesetzt wird. 

48. in vixro-Assay zur quantitativen Bestimmung der Konzentration 
eines Liganden fur einen Ligandenbindungsabschnitt eines Rezep- 

35 tors in einer Probe, die diesen enthalt, gekennzeichnet durch 
die f olgenden Schritte: 
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(a) Inkontaktbringen eines Aliquots der Probe mit Zellen nach 
einem der Anspriiche 30 bis 34 unter Bedingungen, bei denen bei 
Fehlen des Metnbranrezeptors der Ras- Oder Ras-ahnliche Signalweg 
in der Zelle nicht aktiviert werden kann, wobei der Membranre- 

5 zeptor den genannten Ligandenbindungsabschnitt enthalt und das 
Effektorprotein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Mem- 
brankomponente von der Bindung eines Liganden an den Liganden- 
bindungsabschnitt des Metnbranrezeptors, wie in Anspruch 1 defi- 
niert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras- 

10 ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) quantitatives Nachweisen des Ausmafies der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges auf direktem oder indirektem 
Weg, 

(c) Ermittlung der Konzentration des Liganden in der Probe durch 
15 Vergleich des ermittelten Aktivierungsausmafies mit entsprechen- 

den Werten, die fur bekannte Standardkonzentrationen des Ligan- 
den ermittelt wurden. 

49. Assay nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dafi der 

20 quantitative Nachweis des Ausmafies der Aktivierung des Ras- oder 
Ras-ahnlichen Signalweges in Schritt (b) indirekt erfolgt, indem 
die in den Zellen vorliegende Menge eines Transkriptions- oder 
Translationsprodukts eines Reportergens, dessen Expression nur 
aufgrund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 

25 Signalweges erfolgenden Aktivierung eines spezif ischen Tran- 
skriptionsfaktors erfolgt, zu einem bestimmten Zeitpunkt oder 
die Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf das Tran- 
skriptions- oder Translationsprodukt unter den genannten Bedin- 
gungen bestimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung der Kon- 

30 zentration des Liganden in der Probe durch Vergleich der ermit- 
telten Werte mit entsprechenden Werten, die fur bekannte Stan- 
dardkonzentrationen des Liganden ermittelt wurden, erfolgt. 

50. Assay nach Anspruch 48, dadurch gekennzeichnet, dafi in 

35 Schritt (a) Zellen, bei denen der inaktive bzw. inaktivierbare 
Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg ist, der auf den 
Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermeh- 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



WO 00/40969 PCT/EP99/10460 

- 85 - 

rung essenziell ist, eingesetzt werden und der quantitative 
Nachweis des AusmaSes der Aktivierung des Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweges in Schritt (b) indirekt erfolgt, indem die 
Vermehrung der Zellen zu einem festgelegten Zeitpunkt oder die 
5 Vermehrungsrate der Zellen .unter den genannten Bedingungen be- 
stimmt wird, und in Schritt (c) die Ermittlung der Konzentration 
des Liganden in der Probe durch Vergleich der ermittelten Werte 
mit entsprechenden Werten, die fur bekannte Standardkonzentra- 

tionen des Liganden ermittelt wurden, erfolgt. 

* 

10 

51. in vivo-Assay zum Nachweis, ob eine Verbindung in der Lage 
ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts ei- 
nes Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

15 (a) Inkontaktbringen des Liganden in Anwesenheit der Verbindung 
mit Zellen nach einem der Anspriiche 30 bis 34 unter Bedingungen, 
bei denen bei Fehlen des Membranrezeptors der Ras- oder Ras- 
ahnliche Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden kann, 
wobei der Membranrezeptor den genannten Ligandenbindungsab- 

20 schnitt enthalt und das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen 
Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung oder, alterna- 
tiv, der fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 defi- 
niert, abhangig ist, in der Lage ist, diesen Ras- oder Ras- 

25 ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob und gegebenenf alls in welchem Ausmafi eine 
Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgt ist, 

(c) Vergleichen des Untersuchungsergebnisses von Schritt (b) 
mit einem Untersuchungsergebnis, das bei Ausfiihren des Assay in 

30 Abwesenheit der Verbindung erhalten wird. 

52. Assay nach Anspruch 51, dadurch gekennzeichnet , dafi Schritt 
(b) umfafit, die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signal- 
weges liber eine gegebenenf alls erfolgende Expression eines Re- 

35 portergens, die nur aufgrund der infolge der Aktivierung des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges erfolgenden Aktivierung ei- 
nes spezifischen Transkriptionsf aktors erfolgt, nachzuweisen und 
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der gegebenenfalls erfolgende quantitative Nachweis des Ausmafies 
der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweges umfafit, 
die in den Zellen vorliegende Menge an Transkriptions- oder 
Trans lationsprodukt des Reportergens zu einem bestimmten Zeit- 

5 punkt oder die Expressionsrate dieses Reportergens bezogen auf 
das Transkriptions- oder Translationsprodukt unter den genannten 
Bedingungen zu bestimmen, wobei in dem Falle, wo der Vergleich 
in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine 
starkere Expression des Reportergens auftritt, eine Agonisten- 

10 wirkung der Verbindung und in dem Falle, wo der Vergleich in 
Schritt (c) ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine ge- 
ringere Expression des Reportergens auftritt, eine Antagonisten- 
wirkung der Verbindung angezeigt wird. 

15 53. Assay nach Anspruch 52 , dadurch gekennzeichnet , dafi er unter 
Bedingungen durchgefiihrt wird, bei denen keine Vermehrung der 
Zellen auftritt. 

54. Assay nach Anspruch 51, wobei in Schritt (a) Zellen, bei de- 
20 nen der inaktive Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg ein Signalweg 

ist, der auf den Zellzyklus einwirkt und dessen Aktivierung fur 
die Zellverraehrung essenziell ist, eingesetzt werden und Schritt 
(b) umfafit, zu untersuchen, ob und gegebenenfalls in welchem 
Ausmafi die Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungsf a- 

25 hig sind, wobei in dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) 

ergibt, dafi in Anwesenheit der Verbindung eine starkere Zellver- 
mehrung auftritt, eine Agonistenwirkung der Verbindung und in 
dem Falle, wo der Vergleich in Schritt (c) ergibt, dafi in Anwe- 
senheit der Verbindung eine geringere Zellvermehrung auftritt, 

30 eine Antagonistenwirkung der Verbindung angezeigt wird. 

55. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors aufweist, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

35 (a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspruche 30 bis 
34 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, ein Ras- oder 
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Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden 
kann, wobei der Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umfafit Oder daraus 
besteht und wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen 
5 Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung eines Liganden 
an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig 
ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweg zu aktivieren, 

(b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 

10 Signalwegs erfolgt ist, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalweges anzeigt, daS der Ligandenbindungsabschnitt des Mem- 
branrezeptors und dement sprechend das zu untersuchende Polypep- 
tid oder Protein eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors 

15 aufweist. 

56. Assayverfahren nach Anspruch 55, dadurch gekennzeichnet , 
dafi der Ligandenbindungsabschnitt des in den Zellen enthaltenen 
Membranrezeptors von einem naturlich vorkommenden Rezeptorab- 

20 schnitt durch Mutation abgeleitet ist. 

57. Assay nach Anspruch 55 oder 56, wobei Schritt (b) umfafit, 
die Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs liber die 
gegebenenf alls erfolgende Expression eines Reportergens , die nur 

25 aufgrund der infolge der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgenden Aktivierung eines spezif ischen Transkrip- 
tionsfaktors erfolgt, nachzuweisen, wobei der Nachweis der Ex- 
pression des Reportergens die Ligandenbindungsfunktion des Li- 
gandenbindungsabschnitts des Membranrezeptors und dementspre- 

30 chend des zu untersuchenden Polypeptids oder Proteins anzeigt. 

58. Assay nach Anspruch 55 oder 56, wobei in Schritt (a) Zellen, 
bei denen der inaktive bzw. inaktivierbare Ras- oder Ras- 
ahnliche Signalweg ein Signalweg ist, der auf den Zellzyklus 

35 einwirkt und dessen Aktivierung fur die Zellvermehrung essenzi- 
ell ist, eingesetzt werden und Schritt (b) umfafit, zu untersu- 
chen, ob die Zellen unter den genannten Bedingungen vermehrungs- 
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fahig sind, wobei ein Nachweis der Vermehrungsf ahigkeit der Zel- 
len die Ligandenbindungsfunktion des Ligandenbindungsabschnitts 
des Membranrezeptors und dementsprechend des zu untersuchenden 
Polypeptids oder Proteins anzeigt. 

5 

59. in vivo-Assay zum Nachweis, ob ein Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors aufweist, gekenn- 
zeichnet durch die folgenden Schritte: 

(a) Inkontaktbringen von Zellen nach einem der Anspriiche 30 bis 
10 34 mit dem Liganden unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des 
Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, ein Ras- oder 
Ras-ahnlicher Signalweg in den Zellen nicht aktiviert werden 
kann, wobei der Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
das zu untersuchende Polypeptid oder Protein umfafit oder daraus 
15 besteht und wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptid, dessen 
Bindung an eine Membrankomponente von der fehlenden Bindung ei- 
nes Liganden an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors abhangig ist, in der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras- 
ahnlichen Signalweg zu aktivieren, 
20 (b) Untersuchen, ob eine Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs erfolgt ist, 

(c) Untersuchen von Zellen, wie sie in Schritt (a) eingesetzt 
wurden, unter Bedingungen, bei denen bei Fehlen des Membranre- 
zeptors der Ras- oder Ras-ahnliche Signalweg in der Zelle nicht 
25 aktiviert werden kann, in Abwesenheit von Ligand auf Aktivierung 
des Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 

wobei ein Nachweis der Aktivierung des Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs in Abwesenheit des Liganden und die Inaktivitat des 
Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs in Anwesenheit des Liganden 
30 anzeigt, dafi der Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors 
und dementsprechend das zu untersuchende Polypeptid oder Protein 
eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors aufweist. 

60. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
35 35 bis 54, welcher Zellen nach einem der Anspriiche 30 - 34 um- 
fafit. 
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61. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
35 bis 54, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
fafit: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
5 Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefiigt ist, die einen Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, kodiert, wobei das Ef f ektorprotein oder -po- 
lypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bin- 

10 dung oder, alternative fehlenden Bindung eines Liganden an den 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in 
der Lage 1st, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in 
den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 

15 mierbar eingefiigt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, 
das im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden 
Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden kann, ko- 

20 diert ; , 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefiigt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 
ternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 

25 dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert. 

62 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
35 bis 54, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 

30 f afit : 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
f afit : . 

35 - einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei- 
nes Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; 
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einen DNA-Abschnitt , der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die einen Ligandenbindungsab- 

5 schnitt, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert, 

wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fur einen Membranrezeptor, wie in Anspruch 1 definiert, 
umfafit, wobei das Ef f ektorprotein oder -polypeptide dessen Bin- 

10 dung an eine Membrankomponente von der Bindung oder, alternativ, 
fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligandenbindungsab- 
schnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der Lage ist # den 
inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in den unter (a) ge- 
nannten Zellen zu aktivieren; 

15 (c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden Li- 
gandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 
tors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls uber weitere 

20 Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, uber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 
ternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 

25 dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert. 

63. Kit nach Anspruch 61 oder 62, wobei die DNA-Sequenz in dem 
Nukleinsaurevektor der Komponente (c) ein Eff ektorprotein oder 
30 -polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 
schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 
dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls fiber weitere 
Proteine oder Polypeptide (Adaptoren), ermoglicht, kodiert. 

35 64. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspruche 
55 bis 59, welcher Zellen nach einem der Anspruche 30-34 um- 
fafit, wobei der darin enthaltene Membranrezeptor, wie in An- 
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spruch 1 definiert, einen Ligandenbindungsabschnitt, umfassend 
ein oder bestehend aus einem Polypeptid oder Protein, bei dem 
eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet wird, um- 
f afit . 

5 

65 . Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
55 bis 59, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
f afit : 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
10 Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefiigt ist, die einen Membranrezeptor, wie in An- 
spruch 1 definiert, kodiert, wobei der Ligandenbindungsabschnitt 
des Membranrezeptors ein Polypeptid oder Protein, bei dem eine 

15 Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet wird, umfafit 
oder daraus gebildet wird und das Ef f ektorprotein oder -polypep- 
tid, dessen Bindung an eine Membrankomponente von der Bindung 
oder, alternativ, fehlenden Bindung eines Liganden an den Ligan- 
denbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in der 

20 Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in den 
unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(e) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz expri- 
mierbar eingefugt ist, die das Eff ektorprotein oder -polypeptid, 
das im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden 

25 Ligandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranre- 
zeptors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber wei- 
tere Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden kann, ko- 
diert ; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
30 bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Eff ektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 
ternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert. 
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66. Kit zur Verwendung in einem Assay nach einem der Anspriiche 
55 bis 59, welcher mindestens zwei der folgenden Komponenten um- 
fafit: 

(a) Zellen, in denen zumindest unter bestimmten Bedingungen ein 
5 Ras- oder Ras-ahnlicher Signalweg nicht aktiviert werden kann; 

(b) einen Nukleinsaurevektor, der in geeigneter Anordnung um- 
fafit : 

einen DNA-Abschnitt , der ein Membranlokalisierungssignal ei- 
nes Membranrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; 

10 - einen DNA-Abschnitt , der einen Mediatorabschnitt eines Mem- 
branrezeptors, wie in Anspruch 1 definiert, kodiert; und 

eine geeignet angeordnete Insertionsstelle zur funktionalen 
Insertion einer DNA-Sequenz, die ein Polypeptid oder Protein, 
bei dem eine Ligandenbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet 

15 wird, kodiert, 

wobei nach Insertion einer DNA-Sequenz fur den Ligandenbindungs- 
abschnitt der Nukleinsaurevektor ein vollstandiges exprimierba- 
res Gen fiir einen Metnbranrezeptor umfafit, wobei das Effektorpro- 
tein oder -polypeptid, dessen Bindung an eine Membrankomponente 

20 von der Bindung oder, alternativ, fehlenden Bindung eines Ligan- 
den an den aus dem Polypeptid oder Protein, bei dem eine Ligan- 
denbindungsfunktion eines Rezeptors vermutet wird, gebildeten 
Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezeptors abhangig ist, in 
der Lage ist, den inaktiven Ras- oder Ras-ahnlichen Signalweg in 

25 den unter (a) genannten Zellen zu aktivieren; 

(c) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die das Ef fektorprotein oder -polypeptid, das 
im Falle einer Ligandenbindung oder, alternativ, fehlenden Li- 
gandenbindung an den Ligandenbindungsabschnitt des Membranrezep- 

30 tors an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls iiber weitere 
Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , binden kann, kodiert; 

(d) einen Nukleinsaurevektor, in den eine DNA-Sequenz exprimier- 
bar eingefugt ist, die mindestens ein Adaptorprotein, iiber wel- 
ches das Ef fektorprotein oder -polypeptid bei Bindung oder, al- 

35 ternativ, fehlender Bindung eines Liganden an den Ligandenbin- 
dungsabschnitt des Membranrezeptors an eine Komponente der Mem- 
bran binden kann, kodiert. 
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67. Kit nach Anspruch 65 oder 66, wobei die DNA-Sequenz in dem 
Nukleinsaurevektor der Komponente (c) ein Ef f ektorprotein Oder 
-polypeptid in Form eines Fusionsproteins aus einem Effektorab- 

5 schnitt und einem Adaptorprotein oder -polypeptid, das die Bin- 
dung an eine Komponente der Membran, gegebenenf alls \iber weitere 
Proteine oder Polypeptide (Adaptoren) , ermoglicht, kodiert . 

68. Kit nach einem der Anspriiche 60 bis 67, in welchem die Zel- 
10 len zusatzlich ein Konstrukt enthalten, umfassend eine Bindungs- 

s telle fur einen Transkriptionsf aktor , dessen Aktivierung infol- 
ge einer Aktivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen 
Signalwegs, dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen wer- 
den soil, erfolgt, einen Minimalpromotor und ein damit funktio- 
15 nal verkniipftes Reportergen, wobei der Minimalpromotor infolge 
einer Bindung des aktivierten Transkriptionsf aktors an seine 
Bindungsstelle aktiviert wird. 

69. Kit nach einem der Anspriiche 60 bis 67, dadurch gekennzeich- 
20 net, dafi er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti- 

onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 
dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, er- 
25 folgt, einen Minimalpromotor und ein damit funktional verkniipf- 
tes Reportergen, wobei der Minimalpromotor infolge einer Bindung 
des aktivierten Transkriptionsf aktors an seine Bindungsstelle 
aktiviert wird, enthalt . 

30 70. Kit nach einem der Anspriiche 60 bis 67, dadurch gekennzeich- 
net, dafc er zusatzlich einen Transformations- oder Transfekti-* 
onsvektor mit einem Konstrukt, umfassend eine Bindungsstelle fur 
einen Transkriptionsf aktor, dessen Aktivierung infolge einer Ak- 
tivierung eines speziellen Ras- oder Ras-ahnlichen Signalwegs, 

35 dessen Aktivierung durch den Assay nachgewiesen werden soil, er- 
folgt, einen Minimalpromotor und eine fur eine durch den Mini- 
malpromotor gesteuerte Expression geeignet angeordnete Inserti- 
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onsstelle fur eine Insertion eines Reportergens, wobei der Mini- 
malpromotor infolge einer Bindung des aktivierten Transkripti- 
onsfaktors an seine Bindungsstelle aktiviert wird, enthalt. 

5 71. Kit nach einem der Anspriiche 60 bis 70, welcher die Zellen 
immobilisiert oder in Mikrokammern eingeschlossen auf einem fe- 
sten Trager, insbesondere auf Biochips enthalt. 

72. Ligand fur einen Bindungsabschnitt eines Rezeptors, Verbin- 
10 dung, die in der Lage ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligan- 

denbindungsabschnitts eines Rezeptors gegenuber einem Liganden 
zu verandern, oder Polypeptid Oder Protein, das eine Liganden- 
bindungsfunktion eines Rezeptors aufweist, erhalten oder identi- 
f iziert mittels eines der Assayverf ahren nach einem der Ansprii- 
15 che 35 bis 47 und 51 bis 59. 

73. Zusammensetzung, die einen oder mehrere Ligand (en), eine 
oder mehrere Verbindung (en) und/oder ein oder mehrere Polypep- 
tid (e) oder Protein (e) nach Anspruch 72 enthalt. 

20 

74. Arzneimittel, umfassend einen Ligand, eine Verbindung 
und/oder ein Polypeptid oder Protein nach Anspruch 72 oder eine 
Zusammensetzung nach Anspruch 73 . 

25 75. Verf ahren zur Identif izierung von Polypeptiden oder Protei- 
nen, insbesondere Rezeptoren, die eine Ligandenbindungsfunktion 
eines Rezeptors auf weisen, welches umf afit : 

eine Zelle nach Anspruch 1 mit einem Membranrezeptor, der 
die in Anspruch 1 beschriebenen Merkmale aufweist und die 

30 Gesamtheit eines derartigen Polypeptids oder Proteins oder 

einen Teil eines derartigen Polypeptids oder Proteins, der 
mutmafilich die fur die Ligandenbindungsfunktion essentiellen 
Sequenzabschnitte enthalt, umfafit, herzustellen und 
mittels dieser Zelle ein in vivo-Assayverf ahren zum Nach- 

35 weis, ob ein Polypeptid oder Protein eine Ligandenbindungs- 

funktion eines Rezeptors aufweist, nach einem der Anspriiche 
55 bis 59 auszufuhren. 
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76. Verwendung eines Liganden, einer Verbindung und/oder eines 
Polypeptids Oder Proteins nach Anspruch 72 als Leitsubstanz zur 
Entwicklung von davon abgeleiteten Liganden, Verbindungen und 

5 Polypeptiden bzw. Proteinen. 

77. Verfahren zur Herstellung eines Liganden fiir einen Bin- 
dungsabschnitt eines Rezeptors, einer Verbindung, die in der La- 
ge ist, eine Bindungsaktivitat eines Ligandenbindungsabschnitts 

10 eines Rezeptors gegeniiber einem Liganden zu verandern, Oder ei- 
nes Polypeptids oder Proteins, das eine Ligandenbindungsfunktion 
eines Rezeptors aufweist, durch ein- oder mehrfache Derivatisie- 
rung ausgehend von einem mittels der Assay-, Identif izierungs- , 
Screening- oder Herstellungsverf ahren nach einem der Anspriiche 

15 35 bis 47, 51 bis 59 und 75 identif izierten Liganden, Modifizie- 
rungsverbindung, Polypeptid oder Protein. 

78. Nukleinsauremolekxil, erhalten ausgehend von einem mittels 
der Assay- oder Herstellungsverf ahren nach einem der Anspriiche 

20 55 bis 59, 75 und 77 identif izierten bzw. hergestellten Polypep- 
tid Oder Peptid, insbesondere Rezeptor, durch ein Verfahren, das 
die Bereitstellung eines das Polypeptid oder Protein kodierenden 
Gens oder eines Teils davon, der zumindest die fiir die Aktivitat 
des kodierten Polypeptids oder Proteins essentiellen Nukleinsau- 

25 resequenzabschnitte umfafit, in im wesentlichen reiner Form urn- 
fafit. 

79. Verwendung des Nukleinsauremolekiils nach Anspruch 78 zur 
Herstellung eines Gentherapeutikums. 
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INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 99/10460 



Box I Observations where certain claims were found unsearchable (Continuation of item 1 of first sheet) 



This international search report has not been established inrespect of certain claims under Article 17(2)(a) for the following reasons: 
1, I I Claims Nos.: 

I — ' because they relate to subject matter not required to be searched by this Authority, namely: 



2. I I Claims Nos.: 

— because they relate to parts of the international application that do not comply with the prescribed requirements to such 
an extent that no meaningful international search can be carried out, specifically: 



3. Q Claims Nos.: 



because they are dependent claims and are not drafted in accordance with the second and third sentences of Rule 6.4(a). 



Box n Observations where unity of invention is lacking (Continuation of item 2 of first sheet) 



This International Searching Authority found multiple inventions in this international application, as follows: 



1.1 — I As all required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report covers all 
— searchable claims. 

2.1 I As all searchable claims could be searched without effort justifying an additional fee, this Authority did not invite payment 
of any additional fee. 

3. 1 — I As only some of the required additional search fees were timely paid by the applicant, this international search report 
' — ' covers only those claims for which fees were paid, specifically claims Nos. : 



4 I — I No required additional search fees were timely paid by the applicant Consequently, this international search report is 
I — I restricted to the invention first mentioned in the claims; it is covered by claims Nos.: 



□ 
□ 



The additional search fees were accompanied by the applicant's protest. 
No protest accompanied the payment of additional search fees. 



Remark on Protest 



Form PCT/ISA/210 (continuation of first sheet (1)) (July 1992) 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 


International application No. 




PCT/EP 99/10460 



Continued from field I.2 



Claim nos.: 72-74, 78, 79 

Patent claim nos. 72-74, 78, 79 relate to products which are each characterised 
by a desirable property or characteristic, namely that they can be identified by 
one of the assay methods according to one of the claims 35 to 47 and 51 to 59. 
The patent claims therefore encompass all products having this property or 
characteristic while the patent application does not provide any support for such 
products in the description within the meaning of PCT Article 5. In the present 
case, the patent claims lack the appropriate support or the patent application 
lacks the necessary disclosure to the extent that a meaningful search covering 
the entire scope of protection sought seems impossible. Notwithstanding this, the 
patent claims also lack the clarity required by PCT Article 6 since they attempt to 
define the products by the desired result respectively. This lack of clarity is also 
such that it renders a meaningful search covering the entire scope of protection 
sought impossible. The search was therefore focussed on those parts of the 
patent claims which are considered clear, supported or disclosed within the 
above meaning, namely the parts concerning the cells and assay methods. 

The applicant is advised that patent claims or parts of patent claims relating to 
inventions for which no international search has been established cannot 
normally be the subject of an international preliminary examination (PCT Rule 
66.1(e)). As a general rule, the EPO in its capacity as the authority entrusted with 
the task of carrying out an international preliminary examination will not conduct 
a preliminary examination for subjects in respect of which no search has been 
provided. This also applies to cases where the patent claims were amended after 
receipt of the international search report (PCT Article 19) or to cases where the 
applicant presents new patent claims in keeping with the PCT Chapter II 
procedure. 
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Information on patent family members 



,iatlonal Application No 

PCT/EP 99/10460 



Patent document 




Publication 




Patent family 


Publication 


cited in search report 
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date 


WO 9902675 
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INTERN ATIONALER RECHERCHENBERICHT 



natlonalea Aktenzetehen 

PCT/EP 99/10460 



A. KLASSIFIZIERUNG DES ANMELDUN6SGEGENST ANDES 

IPK 7 G01N33/566 C12N5/10 C12Q1/02 



Nach der lntemational en Patentkfassiftkation (IPK) oder nach der nationaien Klassifikatlon und der IPK 

B. RECHERCHIERTE GEBIETE 

Recherchierter Mndestprufstotf (Wassifikationssystem und KJassifikationssymbote ) 

IPK 7 G01N C12N C12Q C07K 

Recherchierte aber rticht zum Mindestprufstoff gehfirende Veroffentiichungen, soweit diese unter die recherchierten Gebiete fallen 



Wahrend der international en Recherche konsultierte elektronische Datenbank (Name der Datenbank und evil, verwendete Suchbegrtffe) 



C. ALS WESENTUCH ANGESEHENE UNTERLAGEN 



Kategorie* 


Bezeichnung der Veroffentlichung. soweit erlorderlich unter Angabe der in Betracht kommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


P,X 


WO 99 02675 A (COMMUNI DIDIER ;EUR0SCREEN 


1,6,11, 


S A (BE); BOEYNAEMS JEAN MARIE (BE)) 


18,26, 




21. Januar 1999 (1999-01-21) 


27,30, 






35, 






37-48, 






50-56, 






58-67, 






75,77 




Seite 16, Zeile 12 -Seite 17 
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EP 0 863 214 A (SHITHKLINE BEECHAH CORP) 


36,49, 




9. September 1998 (1998-09-09) 


57,68 




Anspriiche 




A 


W0 97 46688 A (LU0WIG INST CANCER RES 


1-71,75, 




;VANHASEBR0ECK BART (GB); WATERFIEL0 


76 




MICHAE) 11. Dezember 1997 (1997-12-11) 






Seite 27 






-/~ 





0 



Weitere Veroffentiichungen sind der Fortsetzung von Feld C zu 
entnehmen 



Siehe Anhang Patentfamilie 



• Besondere Kategorien von angegebenen Veroffentiichungen T 

*A" Veroffentlichung, die den allgemeinen Stand der Technik definiert. 
aber nicht als besonders bedeutsam anzusehen ist 

"E" alteres Dokument, das jedoch erst am oder nach dem intemationalen 

Anmeldedatum vefdffentlicht worden ist • - x - 

"L" Veroffentiichung.djegeeignetist.einen Prioritatsanspruch zweifelhaft er- 
scheinen zu lass en. oder durch die das Veroffentlichungsdatum einer 
anderen im Recherchenbericht genannten Veroffenflichung beiegt werden .y« 
soil oder die a us einem anderen besonderen Grund angegeben ist (wie 
ausgefuhrt) 

"O" Veroftentfichung. die sich auf eine mundllche Off en ba rung, 

eine Benutzung, eine Ausstellung oder andere Maflnahmen bezieht 
"P" Veroffentlichung, die vor dem intemationalen Anmeldedatum. aber nach , & , 



Spatere Veroffentlichung, die nach dem intemationalen Anmeldedatum 
oder dem Priori t&tsdatum veroffentlicht worden ist und mit der 
Anmeldung nicht koilidiert, sondem nur zum Verstandnis des der 
Erfindung zugrundeliegenden Prinzips oder der ihr zugrundeliegenden 
Theorie angegeben ist 

Veroffentlichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann allein aufgrund dieser Veroffentlichung nicht als neu oder auf 
erfinderischer Tatigkeit beruherid betrachtet werden 

VemffentJichung von besonderer Bedeutung; die beanspruchte Erfindung 
kann nicht als auf erfinderischer Tatigkeit beruhend betrachtet 
werden. werm die Veroffentlichung mit einer oder mehreren anderen 
Veroffentiichungen dieser Kategorie in Verbindung gebracht wird und 
diese Verbindung fur einen Fachmann naheiiegend ist 

Veroffentlichung, die Mitglred derselben Patentfamilie ist 



Datum des AbscMusses der intemationalen Recherche 

18. Mai 2000 


Absendedatum des intemationalen Recherchenberichts 

30/05/2000 


Name und Postanschrift der Intemationalen Recherchenbehorde 
Europaisches Patentamt. P.B. 5818 Patentiaan 2 
NL - 2280 HV Rijswijk 
Tel. (+31-70)340-2040. Tx. 31 651 eponl. 
Fax: (+31-70) 340-3016 


Bevollmachtigter Bediensteter 

Hoekstra, S 
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INTERNATIONALER RECHERCHENBERICHT 



. natlonale* Aktenzeichen 

PCT/EP 99/10460 



C.(Fortsetzung) ALS WESEKTLICH ANGESEHENE UMTERLAGEN 




Kategorie 0 


Bezeichnung der Veroffentlichung, soweit erforderlich unter Angabe der in Betrachtkommenden Teile 


Betr. Anspruch Nr. 


X 


WO 94 29458 A (AHGEN INC) 


1.7-11 




22. Dezember 1994 (1994-12-22) 


18,26, 




27,30, 






35, 






37-48, 






50-56, 






58-67, 






75 77 




das ganze Dokument 
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Bei spiel 4 




□ / , UO 


v 
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un 9W\ A (MAX PLANCK GFSFL LSCHAFT) 


1 6 11 




31. August 1995 (1995-08-31) 


18,26, 
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DO 0/ , 






7C 77 




das ganze Dokument 
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SIMHA (US); SUGEN INC (US); UNIV NEW YORK) 
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18. Juni 1998 (1998-06-18) 
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INTERNATIONALE R RECHERCHENBERICHT 



Internationales Aktenzetchen 

PCT/EP 99/10460 



Fetd I Bemerkungen zu den AnsprOchen, die sich als nlcht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1 



GemaB Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Grunden fur bestimmte Anspruche kein Recherchenbericht erstelft: 
1. Anspruche Nr. 

1 — 1 wetl sie slch auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behdrde nicht verpflichtet ist, namlich 



2. Anspruche Nr. 

— weii sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
daG eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefuhrt werden kann, namlich 



3. Anspruche Nr. 

weil es sich dabei um abhangige Anspruche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regef 6.4 a) abgefaflt sind. 



Feld II Bemerkungen bei mangelnder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 



Die internationale Recherchenbehdrde hat festgestellt, daB diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthalt: 



□ 
□ 



Da der Anmelder alle erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
internationale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche. 

Da fur alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbeitsaufwand durchgefuhrt werden konnte, der eine 
zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertigt hatte, hat die Behorde nicht zur Zahlung einer solchen Gebuhr aufgefordert. 



3 I I Da der Anmelder nur einige der erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser 
' — I internationale Recherchenbericht nur auf die Anspruche, fur die Gebuhren entrichtet worden sind, namlich auf die 
Anspruche Nr. 



4. n Der Anmelder hat die erforderlichen zusatzlichen Recherchengebuhren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher- 
— chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspruchen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er- 
fafit: 



Bemerkungen hlnslchtllch elnes Wlderspruchs Q^j Die zusatzlichen Gebuhren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahft. 

| | Die Zahlung zusatzlicher Recherchengebuhren erfolgte ohne Widerspruch. 



Formblatt PCT/ISA^IO (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1998) 



Internationales Aktenzeichen PCT/E? 99 A0460 



WEITERE ANGABEN PCT/ISA/ 2 1 0 



Fortsetzung von Feld 1.2 
Anspruche Nr.: 72-74, 78, 79 



Die geltenden Patentanspruche 72-74, 78, 79 beziehen sich auf Produkte, 
jeweils charakteri siert durch eine erstrebenswerte Eigenheit Oder 
Eigenschaft, namlich dass sie mittels eines de Assayverfahren nach einem 
der Anspruche 35 bis 47 und 51 bis 59 identif iziert werden konnen. 
Die Patentanspruche umfassen daher alle Produkte, die diese Eigenheit 
oder Eigenschaft aufweisen, wohingegen die Patentanmeldung kein Stutze 
durch die Beschreibung im Sinne von Art. 5 PCT fur solcher Produkte 
liefert. Im vorliegenden Fall fehlen den Patentanspruchen die 
entsprechende Stutze bzw. der Patentanmeldung die notige Offenbarung in 
einem solchen MaBe, daB eine sinnvolle Recherche uber den gesamten 
erstrebten Schutzbereich unmoglich erscheint. Desungeachtet fehlt den 
Patentanspruchen auch die in Art. 6 PCT geforderte Klarheit, nachdem in 
ihnen versucht wird, die Produkte uber das jeweils erstrebte Ergebnis zu 
definieren. Auch dieser Mangel an Klarheit ist dergestalt, daB er eine 
sinnvolle Recherche uber den gesamten erstrebten Schutzbereich unmoglich 
macht. Daher wurde die Recherche auf die Teile der Patentanspruche 
gerichtet, welche im o.a. Sinne als klar, gestiitzt Oder offenbart 
erscheinen, namlich die Teile betreffend die Zelle und Assayverfahren. 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daB Patentanspruche, oder Teile von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde, normal erweise nicht Gegenstand einer 
international en vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der international en vorlaufigen Priifung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fur den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
international en Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19 PCT), oder 
fur den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanpruche vorlegt. 
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